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i-H (54) Title: METHOD AND DEVICE FOR THERMAL CONDITIONING OF A CELL 



^ (54) Bezeichming: VERFAHREN UND MTITEL ZUM THERM ISCHEN KONDITION1EREN EINER ZELLE 
IT) 

O (57) Abstract: The invention relates to methods and agents for thermal conditioning of a biological cell, methods and uses of said 
52 agents for releasing and insulating ingredients outside the biological cell and for quantitatively and qualitatively detecting the released 
S ingredient and to a method for sampling biological cells which consists in carrying out in one step the sampling said biological cells 
in a culture medium and in releasing cellular ingredients during said sampling. Sampling devices are also disclosed. 

ID 

O (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Verfahren und Mittel zum thermischen Konditionieren einer biologischen Zelle, 
^ Verfahren und Verwendungen dieser Mittel zur Freisetzung und Isolierung von Inhaltsstoffen aus der biologischen Zelle und dem 
^ quantitativen und qualitativen Nachweis der freigesetzten Inhaltsstoffe sowie ein Probennahmeverfahren, welches in einem einzigen 
Schritt die UberfUhrung einer Probe biologischer Zellen aus einem Kulturmedium und die Freisetzung der Zellinhaltsstoffe bei der 
|^ tiberfUhrung vorsieht, und Vorrichtungen zur Durchfiihrung der Probennahme. 
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Verfahren und Mittel zum thermischen Konditionieren einer Zelle 



Beschreibunq: 

Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren und Mittel zum thermischen Kondi- 
tionieren einer biologischen Zelle sowie Verfahren und Verwendungen dieser 
Mittel zur Freisetzung und Isolierung von Inhaltsstoffen aus der biologischen 
Zelle und zum quantitativen und qualitativen Nachweis der freigesetzten In- 
haltsstoffe. 

Weiter betrifft die vorliegende Erfindung ein Probennahmeverfahren, welches in 
einem einzigen Schritt die Oberfuhrung einer Probe biologischer Zellen aus ei- 
nem Kulturmedium und die Freisetzung der Zellinhaltsstoffe bei der OberfQh- 
rung vorsieht, sowie Vorrichtungen zur Durchfuhrung der Probennahme. 

Vitale biologische Zellen erhalten unter physiologischen Wachstumsbedingun- 
gen ihre Zellstruktur aufrecht. Aufgrund der cytoplasmatischen Membran bezie- 
hungsweise Membranen weiterer Zellkompartimente werden aus vitalen biolo- 
gischen Zellen nur Stoffwechselendprodukte oder Botenstoffe, in der Regel 
nicht aber hauptanteilig die in der Zelle enthaltenden Inhaltsstoffe, insbesonde- 
re Metabolite, in die Zellumgebung abgeben. Metabolit istjede im biologischen 
Stoffwechsel auftretende, im Wesentlichen niedermolekulare Substanz. Sie ist 
zu unterscheiden von den so genannten Biopolymeren wie Proteinen, DNA- 
MolekQIen, mRNA-Molekulen und anderen, wobei deren Vorstufen, Abbau-, 
Spalt- und Bildungsprodukte jedoch wiederum den Metaboliten zuzurechnen 
sind. 
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Urn Zellinhaltsstoffe und insbesondere Metabolite aus biologischen Zellen zu 
gewinnen, werden im Stand derTechnik einige Verfahren seit langem unveran- 
dert angewandt, die jedoch gravierende Nachteile aufweisen. 

Bei etablierten Verfahren wird in der Regel die zellulare Integritat zerstdrt. Hier- 
unter fallen beispielsweise die Metabolit-Freisetzung mittels Ultraschall, me- 
chanische Zellaufschlussverfahren (z.B. RQhrwerkskugelmuhle) oder auch der 
lange bekannte Einsatz von kochendem Wasser oder von Qberkritischen L6- 
sungen, zum Beispiel im Autoklaven. Biologischen Zellen setzen bekannter- 
maBen durch lange Erhitzung in kochendem Wasser Makromolekule wie Plas- 
mid-DNA in die Kulturlosung frei (Gerhardt, P., R. G. E. Murrac, W. A. Wood, 
and N. R. Krieg (1994) Methods for general and molecular bacteriology. Ameri- 
can Society for Microbiology, Washington, D.C.; Sambrook, J., E. F. Fritsch, 
and T. Maniatis (1989) Molecular cloning: A laboratory manual, 2. ed., Cold 
Spring Harbor). 

Andere bekannte Methoden zur Metabolit-Freisetzung, beispielsweise der Ein- 
satz von chemischen Losungsmitteln, Sauren, Laugen Und unpolaren L6- 
sungsmitteln, modifizieren die Zusammensetzung der Proben-Suspension der- 
art, dass anschlieBend ausgewahlte Detektionsmethoden, wie die Bestimmung 
der Metabolit-Konzentrationen durch enzymatische Assays, nicht mehr einge- 
setzt werden konnen. Oder aber werden durch die chemischen Ldsungsmittel 
Fallungsreaktionen beziehungsweise chemische Reaktionen der Metabolite 
angeregt, die zu einer Verfalschung von Mess- und Analyseergebnisse fQhren. 
Wiinschenswert sind daher Zellaufschlussverfahren, bei deren Anwendung die 
freigesetzten Inhaltsstoffe, insbesondere die Metabolite, im Wesentlichen un- 
verandert erhalten werden konnen. Weitere bekannte Aufsehluss- beziehungs- 
weise Lyseverfahren sind die Einwirkung chemischer Reagenzien sowie Ge- 
frier-Tau-Zyklen. 

Bei diesen Vorgehensweisen werden die biologischen Zellen thermisch, che- 
misch und/oder mechanisch belastet und verlieren ihre zellulare strukturelle 
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Integritat beziehungsweise Zellstruktur, das heiBt sie lysieren. Die Zellwand und 
die Cytoplasmamembran werden dabei zerstort und die Inhaltsstoffe werden 
freigesetzt. Dabei bilden sich auch ZelltrQmmer in Form von beispielsweise Mi- 
cellen, nackter DNA und Proteinkomplexen. 

Nach derartigem Vorgehen liegen nach derZelllyse nachteilhafterweise in der 
Zellsuspension neben den interessierenden freigesetzten Inhaltsstoffen auch 
ZelltrQmmer, nackte DNA und Proteinkomplexe vor. Die Gegenwart dieser 
Komponenten ist beim Nachweis und der Analyse der Inhaltstoffe, insbesonde- 
re der Metabolite, meist stdrend. Daher sind derZelllyse nachfolgende Reini- 
gungsschritte wie insbesondere chromatographische und/oder elektrophoreti- 
sche Auftrennungen erforderlich, urn die Inhaltsstoffe, insbesondere die Meta- 
bolite, in zweckmaBiger Reinheit zu erhalten. Dies ist insbesondere fur die wei- 
tere Verarbeitung beziehungsweise zum Nachweis oder Analyse erforderlich, 
urn beispielsweise eine spezifische Analyse der Metabolite mittels chroma- 
tographischer, enzymatischer beziehungsweise massenspektroskopischer Me- 
thoden zu ermOglichen. Ejn verbessertes Verfahren zur Gewinnung von In- 
haltsstoffen, insbesondere von Metaboliten, aus biologischen Zellen, welches 
insbesondere einfach durchzufOhren und die Kontamination der freigesetzten 
Inhaltsstoffe mit storenden Komponenten wie Zelltrummer, nackte DNA und 
Proteinkomplexe minimiert Ist, ist daher wunschenswert. 

Weiter sind Probennahmeverfahren, insbesondere zum OberfQhren von Proben 
biologischer Zellen aus KultivierungsgefaBen, beispielsweise einem Bioreaktor, 
in ein ProbengefaB bekannt. Solche Probennahmeverfahren dienen in erster 
Linie zur Erforschung physiologischer Parameter biologischer Zellen und zur 
Analyse der ProzessfQhrung in der Biotechnologie und der Bioverfahrens- 
technik. Folgende Parameter sind dabei erstrebenswe.rt: (1) eine mdglichst 
schnelle Uberfuhrung von Zellsuspension aus einem Zellkultivierungssystem in 
ein ProbennahmegefaB, urn gegebenenfalls eine hohe Probennahmefrequenz 
zu ermoglichen ("Transfer"); (2) die prompte Abstoppung des Metabolismus, 
damit die interessierenden Metabolite nicht durch enzymatische Reaktionen 
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weiter umgesetzt werden ("Quenching"); (3) die mdglicbst vollstandige Freiset- v 
zung der Metabolite aus den Zellen durch Anwendung verschiedener Auf- 
schlussverfahren ("Aufschluss"); (4) die in der Probenldsung enthaltenen Meta- 
bolite mussen von Zelltrummern und nicht lysierten Zellen getrennt werden 
("Abtrennung"); optional mQssen (5) fur eine quantitative Biologie weitere 
Randbedingungen wie die BerQcksichtigung der Stabilitat von Metaboliten in 
den durchlaufenen Schritten sowie deren Freisetzungsgrade beziehungsweise 
deren Adsorptionsverhalten an Komponenten der Zellsuspension und Hilfsma- 
terialen eingehalten werden ("Quantifizierbarkeit"). 

Ein schnelles Probennahmeverfahren wurde von Theobald und Mitarbeitern (In 
vivo analysis of glucose-induced fast changes in yeast adenine nucleotide pool 
applying a rapid sampling technique. Anal Biochem. (1993) 214:31-7) entwi- 
ckelt. Diese Probennahme besteht aus einer dunnen Edelstahlkapillare (Innen- 
durchmesser 0,7 mm) und einem Kugelhahn. Konstruktive MaBgabe war die 
Minimierung des Totvolumens (200 fj\), da die Probennahme durch diskretes 
Offnen/SchlieBen des Hahns erfolgt. Bei einem Gesamtvolumen von ca, 5 ml je 
Probe ist das Totvolumen vernachlassigbar klein. Diese Probennahme integ- 
riert weder Schritte zum Abstoppen des Metabolismus noch zur Metaboli- 
textraktion. Auch sind diskrete Offnungs-/SchlieBvorgange des Kugelhahns oh- 
ne jede Automatisierung vorgesehen. Die Zellsuspension wird durch vakuu- 
mierte Proberohrchen gefdrdert (Vakuumpumpe, 8x1 0' 3 mbar), die Proben- 
nahmefrequenz betragt, da manuell, nur ca. 0,2 s' 1 . 

Eine Weiterentwicklung ist die von Lange und Mitarbeitern (Improved rapid 
sampling for in vivo kinetics of intracellular metabolites in Saccharomyces cere- 
visiae. Biotechnol. Bioeng. (2001) 75:406-15.) verwendete Probennahme. Eine 
Reduzierung des effektiven Totraumvolumens auf 50 y\ pro Probennahme wird 
durch den Einbau einer Bypassleitung und Ansteuerung je eines Ventils fur die 
Probennahme- bzw. die Bypassleitung erreicht. Durch schnelle Ventil- 
umschaltung zwischen diesen beiden Leitungen kann so verhindert werden, 
dass Probe aus dem Totraum gezogen wird. AuBerdem wird der Verlust an 
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Probe minimiert. Die geometrischen Abmessungen (Innendurchmesser der Ka- 
pillare: 1 ,0 mm, Lange: 80 mm) sind vergleichbar der Probennahme von Theo- 
bald. Die FSrderung der Zellsuspension erfolgt ebenfalls diskret durch ein Va- 
kuum in den versiegelten Reagenzglasern (Vakuumpumpe). Die Probennah- 
mefrequenz ist ebenfalls niedrig und betragt ca. 1 ,5 s 1 allein fur die FluidfSrde- 
rung. Dieser Wert fQr die Probennahmef requenz berucksichtigt allerdings nicht 
die Zeit fur die Ausbildung des Vakuums (ca. 1 s) sowie die f iir den manuellen 
Wechsel der einzelnen Reagenzglaser bendtigte Zeit. 

In den bekannten Probennahmevorrichtungen findet sowohl das Abstoppen 
des Metabolismus als auch die Metabolitextraktion in konstruktionstechnisch 
getrennten Einheiten statt, und damit zeitlich getrennt und nicht integriert wah- 
rend der Probennahme und durch das Probennahmesystem selbst. Dabei sind 
Quenching und Metabolitfreisetzung teilweise getrennte Prozessschritte, teil- 
weise aber auch durch chemische Einwirkungen einer zweiten Phase (z. B. 
Sauren, Basen, flQssigen Stickstoff, tiefgekQhltes Methanol) in einem Schritt 
zusammengefasste Operationen. 

Aus der DE 4407439 A1 ist ein „Verfahren und Vorrichtung zur Serienproben- 
nahme biologischer Proben" bekannt, worin halb-kontinuierlich eine Probe in 
eine Polypropylen-Rohrwendel (Innendurchmesser: 8 mm, Lange: 100 m, 
Wendeldurchmesser: 0,5 m) gezogen wird bis diese mit Zellsuspension und 
parallel zudosierter Perchlorsaure (35% w/v, bei -25°C) gefullt ist. Durch die 
Perchlorsaure erfolgt eine sofortige Inaktivierung des Metabolismus bei gleich- 
zeitiger Zerstorung der Zellstruktur und Freisetzung der Metabolite. Wenn die 
Rohrwendel gefullt ist, wird diese bei -80°C gef roren. Diese kann dann in StO- 
cke zerteilt aufgetaut werden, wobei sich die Lage eines Probesegments im 
Schlauch zum Beispiel mit einem bestimmten Zeitpunkt der Anderung der Kulti- 
vierungsbedingung, wie der dynamischen Anregung (z.B. pulsartige ErhShung 
der Glucosekonzentration in glucoselimitierter Kultur), korrelieren lasst. 
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Eine kontinuierllche Probennahme wird in der DE 19705289 A1 beschrieben. 
Die Probennahme erfolgt kontinuierlich, ein gleichzeitiges Quenchen sowie die 
Freisetzung von Metaboliten dadurch ist aber nicht vorgesehen. 

Somit sind die wesentlichen Grundanforderungen an jedes Quenching-, Auf- 
schluss- und Abtrennungsverfahren (i.) ein moglichst schnelles Abstoppen des 
Metabolismus, das heiBt vollstandige, irreversible Inaktivierung/ Denaturierung 
der Enzyme beziehungsweise deren sofortige Abtrennung, (ii.) eine reprodu- 
zierbare, daher in der Regel moglichst vollstandige Zerstdrung der Zellstruktur 
bzw. Permeabilisierung der Zellmembran zur vollstandigen Freisetzung der Me- 
tabolite aus den Zellen, (iii.) eine leichte Abtrennung von Metaboliten, Zellteilen 
und Zellen. Weiter durfen (iv.) die zu untersuchenden Metabolite durch die 
MaBnahmen (i.) bis (iv.) in ihrer strukturellen Integritat (chemischen Struktur) 
nicht dermaBen beeinflusst werden, dass keine eindeutige Identifikation und 
Analyse mehr moglich ist. Ferner muss fur eine quantitative Analyse in den ein- 
zelnen Schritten eine reproduzierbare Freisetzung und eine negative Beeinflus- 
sung der Messung durch ein nicht reproduzierbares Adsorptionsverhalten der 
Metabolite an Hilfsmitteln vermieden werden. 

Typischerweise umfassen die Verfahrensschritte Quenching/Aufschluss/Abtren- 
nung Zwei-Phasen-Systeme zum Quenching und Aufschluss, Filtration und 
Zentrifugation zur Abtrennung. Ein Abstoppen des Metabolismus kann zum ei- 
nen durch chemische Reagenzien erfolgen, zum anderen durch Anwendung 
eines Temperaturgradienten. 

Nach Theobald et al. (s.o.) wird in versiegelte Reagenzglaser unter Vakuum 
Perchlorsaure (35% w/v bei -20°C) vorgelegt, nutzt also Temperaturen unter- 
halb des Gefrierpunktes wassriger Losungen zum Abstoppen des Metabolis- 
mus bei Qberlagerter Extraktion mittels gekQhlter Perchlorsaure. Weiterhin wur- 
den drei Gefrier-Tauzyklen durchgefuhrt (durch Eiskristallbildung wird die Zell- 
wand dabei permeabilisiert). Vor der Analyse mussen die Proben neutralisiert 
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werden, wobei efer sich bildende KCI0 4 -Niederschlag in einem Filtrationsschritf 
beseitigt wird. 

Nach Lange et al. (s.o.) werden ebenfalls Temperaturen unterhalb des Gefrier- 
punktes wassriger L6sungen eingesetzt, wobei 5 ml Methanol (-40°C) als 
Quenchingmittel vorgelegt werden. Die Metabolitextraktion erfolgt in dem durch 
Zentrifugation erhaltenen Zellpellet durch kochendes Ethanol. 

GemaB DE 19705289 A1 wird eine Methanolmischung bei -50°C als Quen- 
chingflQssigkeit mit anschlieliender Zentrifugation (-20 6 C), Resuspension des 
mit Perchlorsaure und einem Gefrier-Tauzyklus (-80°C) zur Metabolitextraktion, 
Neutralisierung der Losung und emeuter Zentrifugation zur Entfernung des Nie- 
derschlags eingesetzt. 

Weiter werden flQssiger Stickstoff in Verbindung mit Gefrier-Tauzyklen zum 
Quenchen beziehungsweise Extrahieren verwendet sowie anstelle von kochen- 
dem Ethanol auch kochendes Wasser (Bhattacharya, Fuhrman, Ingram, Ni- 
ckerson, Conway. Single-run separation and detection of multiple metabolic 
intermediates by anion-exchange high-performance liquid chromatography and 
application to cell pool extracts prepared from Escherichia coli. Anal. Biochem. 
(1995) 232:98-106). 

Weiter sind Vorrichtungen bekannt, die dem Bauprinzip eines Warmetauschers 
entsprechen. Sie werden insbesondere als Sterilisationseinheiten zur thermi- 
schen Behandlung kleiner Volumenstreme eingesetzt. Aus der EP 0722075 A1 
ist eine kontinuierlich zu betreibende Sterilisationseinheit fur den Labor- 
/Technikumsmafcstab bekannt. Dabei wird der Gesamtvolumenstrom in mehre- 
re gleichlange Rohre Ober aufwandig gestaltete Verteilerblenden symmetrisch 
aufgeteilt. Zur Sterilisation ist die Kurzzeiterhitzung bei ca. 140°C vorgesehen. 

Ein dampfbeheizter Warmeaustauscher ist aus der DE 2345243 A1 bekannt. 
Charakteristisch ist der optimierte WarmeQbergang durch wendelfdrmige Stro- 
mungsfuhrung und geometrische Veranderung der Stromungsquerschnitte. 
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Aus der WO 92/16807 ist eine Vorrichtung bekannt, die ebenfalls zur VergrSBe- 
rung der Oberflache und Optimierung der Strdmungsverhaltnisse Rohrwendeln 
verwendet und als Besonderheit FIQssigkeitsinjektoren aufweist. Diese sorgen 
fur zusatzliche Verwirbelung und damit einen verbesserten Warmeubergang. 

Die Kurzzeiterhitzung biologischer Proben durch Mikrowellen ist ebenfalls be- 
kannt, beispielsweise aus der EP 0217662 A1. Beschrieben sind sowohl das 
Verfahren der Sterilisation mittels Mikrowellen, als auch die hierfur erforderliche 
Vorrichtung. 

Keine dieser bekannten Vorrichtungen ist eine Zellkonditioniereinrichtung und 
wird fQr die Freisetzung und Isolierung von Inhaltsstoffen, insbesondere Meta- 
bolite, biologischer Zellen eingesetzt. 

Ausgehend vom Stand der Technik liegt der vorliegenden Erfindung das tech- 
nische Problem zugrunde, Verfahren fQr die Konditionierung biologischer Zellen 
sowie Mittel dazu bereitzustellen, die im Wesentlichen die verbesserte Freiset- 
zung und Isolierung von Inhaltsstoffen aus der biologischen Zelle und insbe- 
sondere einen verbesserten quantitativen und qualitativen Nachweis der freige- 
setzten Inhaltsstoffe ermoglicht. 

Das technische Problem wird gelost durch die Bereitstellung eines Verfahrens 
zum thermischen Konditionieren einer biologischen Zelle, wobei die Zelle bei 
einer Kultivierungstemperatur T M in einem Kulturmedium kultiviert wird und an- 
schlieBend fQr eine Konditionierzeit t h bei einer Konditioniertemperatur T K kon- 
ditioniert wird, welches dadurch gekennzeichnet ist, dass dabei das aus der 
Kultivierungstemperatur T M , Konditioniertemperatur T K und Konditionierzeit t h 
gemaB der Formel 

WE = t h - (T K -T M ) 

errechnete Warmeaquivalent WE, Werte von 70 K- s bis 300 K- s annimmt. 
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Das heiBt, die Parameter Kultivierungstemperatur T M , Konditioniertemperatur 
T K und Konditionierzeitt h werden gemaBder Erfindung stets so gewahlt, dass 
das errechnete Warmeaquivalent WE von 70 K- s bis 300 K- s betragt. 

Eine wesentlicher Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die Warmebehandlung 
von Zellen zur vollstandigen Freisetzung von Metaboliten ohne die Zerstdrung 
der strukturellen Integritat der Zellen. Strukturelle Integritat der Zelle bedeutet 
die Beibehaltung der Hulle der Zelle in einem Stuck und keine Bildung von 
Bruchstucken daraus. Damit findet auch keine signifikante Bildung von Zell- 
f ragmenten statt (subzellulare Partikel wie Micellen aus der Cytoplasma- 
membran, nackte DNA-BruchstQcke, mRNA, Proteinkomplexe). Durch das ein- 
fache Durchlichtmikroskop bei einer 500fachen GesamtvergrdBerung (Okular x 
Tubus x Objektiv = 10 x 1.25 x 40) betrachtet, sind beispielsweise vollstandig 
intakte E. coli-Zellen und E. coli-Zellen mit struktureller Integritat in ihrer Gr6Be 
nicht unterscheidbar. 

Die Erfinder fanden uberraschend, dass durch die erfindungsgemaBe thermi- 
sche Konditionierung in einem durch das Warmeaquivalent WE vorgegebenen 
engen Temperaturbereich und dem genau darauf abgestimmten Zeitintervall 
die Freisetzung der zellularen Inhaltsstoffe, insbesondere der Metabolite, er- 
reicht wird, wobei gleichzeitigi besonders vorteilhaft, die Zellstrnktur der ther- 
misch konditionierten biologischen Zelle erhalten bleibt. Im Wesentlichen liegen 
nach dem erfindungsgemaBen thermischen Konditionieren neben den freige- 
setzten Inhaltsstoffen, insbesondere den Metaboliten, „erttleerte u Zellhiillen mit 
intakter Struktur vor. Das Auftreten von Zelltrummern und weiteren storenden 
Komponenten ist vermindert und wird bel zweckmaBiger Wahl der Parameter 
und je nach Anwendungsgebiet sogar ganz verhindert. Besonders vorteilhaft ist 
eine einfache und effiziente Abtrennung dieser Zellhullen mit intakter Struktur 
von den Metaboliten mittels einfacher Filtration und/oder Zentrifugation mog- 
lich. Dadurch wiederum wird, besonders vorteilhaft, eine sich insbesondere 
ummittelbar an die konditionierung anschlieBende quantitative und/oder quali- 
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tative Analyse der intrazellularen Metabolite, ohne weitere aufwandige Zwi- 
schenschritte, erm6glicht. 

Anwendungsgebiete der erfindungsgemaBen technlschen Lehre sind insbeson- 
dere Verfahren und Vorrichtungen zur Bestimmung intrazellularer Metabolit- 
konzentrationen in verschiedenen Zellsystemen wie Mikroorganismen, Pilzen 
Oder Zellkulturen tierischer, menschlicher, pflanzlicher Zellen bei ZQchtung in 
Kultivierungssystemen wie Bioreaktor, Schiittelkolben, Proberohrchen Oder Mic- 
rotiterplatten. 

Untersucht werden konnen gemaB der Erfindung sowohl stationare als auch 
nicht stationare physiologische Zustande der biologischen Zelle(n). Der Meta- 
bolismus kann dabei schnellstmoglich abgestoppt werden. Die selektive Meta- 
bolitfreisetzung durch die erfindungsgemaB thermisch konditionierten Zellen 
ermoglicht die einfache Probenaufarbeitung und Aufreinigung fQr die Analyse. 

So wird beispielsweise bei der Durchfuhrung enzymatischer Assays und der 
Bestimmung der Lichtstreuung und -absorption im Photometer die bei bekann- 
ten Freisetzungsverfahren durch das Ausfallen bestimmter Zelltrummer und 
anderer storender Komponenten im Medium unvermeidliche Trubung der Pro- 
benlSsung, wie sie bei der vollstandigen Zerstorung der Zellstruktur und der 
subsequenten Abtrennung durch Filtration beobachtet wird, vermieden. Bei 
chromatographischen Methoden, beispielsweise bei der HPLC-Analyse, wird 
die Blockade der HPLC-Saule durch groBe Zelltrummer vermieden. 

In einer bevorzugten AusfQhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens betragt 
die Konditioniertemperatur T« von 65°C bis 105°C, bevorzugt von 80°C bis 
95°C. Insbesondere werden die vorteilhaften Effekte bei einem Temperaturbe- 
reich von 80°C bis 95°C erreicht, jedoch wird auch bei davon abweichenden 
Werten der Konditioniertemperatur nach oben oder nach unten, je nach Zweck 
der Anwendung und Anwendungsgebiet ein vorteilhafter Effekt erreicht. Die im 
Einzelfall einzusetzende Konditioniertemperatur wird der Fachmann aufgrund 
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seines Fachwissens leicht finden konnen. In einer bevorzugten Variante liegt 
die Konditioniertemperatur T K stets unter dem Siedepunkt des Kulturmediums. 
GemaB der Erfindung wird bevorzugt - und im Gegensatz zum Stand der Tech- 
nik - ein Sieden des die biologischen Zellen enthaltenden Kulturmediums stets 
vermieden. 

In einer bevorzugten Ausfiihrung des erfindungsgemaBen Verfahrens betragt 
die Konditionierzeit th von 0,5 s bis 600 s, bevorzugt von 1 s bis 180 s. Auch 
hier werden die vorteilhaften Effekte insbesondere bei einer Konditionierzeit t h 
von 0,5 s bis 600 s erreicht. Jedoch wird auch bei davon abweichenden Werten 
der Konditionierzeit nach oben Oder nach unten, je nach Zweck der Anwendung 
und Anwendungsgebiet eine vortei.lhafter Effekt erreicht. Die im Einzelfall ein- 
zusetzende Konditionierzeit wird der Fachmann aufgrund seines Fachwissens 
leicht finden konnen. 

In einer bevorzugten AusfQhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens betragt 
die Kultivierungstemperatur T M von 26°C bis 42°C, bevorzugt von 30°C bis 
38°C. Die im Einzelfall einzusetzende Kultivierungstemperatur T M der biologi- 
schen Zellen wird der Fachmann aufgrund seines Fachwissens leicht finden 
konnen. 

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrung des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens nimmt das aus den Parametem Kultivierungstemperatur T M , Konditionier- 
temperatur T« und Konditionierzeit t h gemaB der Erfindung errechnete Warme- 
aquivalent WE Werte von 90 K- s bis 150 K- s an. 

Ein weiterer bevorzugter Gegenstand ist eine Variante des erfindungsgemaBen 
Verfahrens, welches zur thermischen Konditionierung eiries gram-negativen 
Prokaryonten als biologische Zelle eingesetzt wird, wobei das fur diesen Orga- 
nismus optimale Warmeaquivalent WE 110 ± 20 K- s betragt. Ein Beispiel fur 
den gram-negativen Prokaryonten ist das Bakterium Escherichia coli (E. coli). 
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Ein weiterer bevorzugter Gegenstand ist eine Variante des erfindungsgemaBen 
Verfahrens, welches zur thermischen Konditionierung eines Eukaryonten als 
biologische Zelle eingesetzt wird, wobei das fQr diesen Organismus optimale 
warmeaquivalent WE 110 ±20 K- s betragt. Ein Beispiel fur den Eukaryonten 
ist der Pilz Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae). 

Ein weiterer bevorzugter Gegenstand ist eine Variante des erfindungsgemaBen 
Verfahrens, welches zur thermischen Konditionierung eines gram-positiven 
Prokaryonten als biologische Zelle eingesetzt wird, wobei das fur diesen Orga- 
nismus optimale warmeaquivalent WE 130 ± 20 K- s betragt. Ein Beispiel fur 
den gram-positiven Prokaryonten ist das Bakterium Bacillus subtilis (B. subtilis). 

Ein weiterer bevorzugter Gegenstand ist eine Variante des erfindungsgemaBen 
Verfahrens, wobei das Kulturmedium ein flQssiges Medium ist und das therm- 
ische Konditionieren dadurch erfolgt, dass das die biologische Zelle enthalten- 
de flussige Medium in einer Kapillare flieBt, wobei sich die Zelle fur eine Kondi- 
tionierzeit t h innerhalb einer auf die Konditioniertemperatur T K temperierten Ka- 
pillarstrecke der Kapillare befindet. So wird erfindungsgemaB bevorzugt das 
entsprechende zweckmaBige Warmeaquivalent ubertragen und die biologi- 
schen Zellen gemaB der Erfindung thermisch koriditioniert. In einer bevorzugten 
Variante betragt der Volumenstrom in der temperierten Kapillarstrecke von 
0,5 ml/s bis 12 mi/s. Besonders bevorzugt betragt der Volumenstrom von 
2,5 ml/s bis 8,0 ml/s. 

Ein weiterer bevorzugter Gegenstand ist eine Variante des erfindungsgemaBen 
Verfahrens, wobei der Schritt der thermischen Konditionierung mit der OberfOh- 
rung des die biologischen Zellen enthaltenden Kulturmediums aus einem Kulti- 
vierungsgefaB, insbesondere einem Bioreaktor, in ein AuffanggefaB, insbeson- 
dere ein ProbensammelgefaB, durchgefQhrt wird. Dadurch wird vorteilhaft eine 
schnelle Uberfuhrung von beispielsweise Zellsuspension aus einem Zellkultivie- 
rungssystem in ein ProbennahmegefaB, die prdmpte Abstoppung des Metabo- 
lismus in der Zelle und gleichzeitig die Freisetzung der Metabolite aus den Zel- 
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len in einem einzigen Verfahrensschritt der an die Probenuberfuhrung gekop- 
pelten thermischen Konditionierung der biologischen Zellen erreicht. Besonders 
vorteilhaft wird so gemaB der Erfindung eine sich an diese Probenuberfuhrung 
unmittelbar anschlieBende quantitative und/bder qualitative Analyse der freige- 
setzten Oder des speziellen interessierenden Metaboliten sowie deren oder 
dessen Isolierung und Gewinnung ermdglicht. Insbesondere steht der Metabolit 
nach der an die Probenuberfuhrung gekoppelten thermischen Konditionierung 
bereits nach einfacher Filtration oder Zentrif ugation in zweckmaGig hoher Rein- 
. heit zur Verfugung. Auf aufwandige Reinigungsschritte kann verzichtet werden, 
so dass sowohl eine zeitnahe kontinuieriiche Analyse beziehungsweise Gewin- 
nung der Metabolite, als auch eine hohe Probennahmefrequenz realisiert wer- 
den kann. AuGerdem kann ein hoher Probendurchsatz in gleich bleibender, von 
wenigen Faktoren abhangiger Qualitat erzielt werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Gewinnung sowie die quantitative 
und qualitative Analyse beziehungsweise den quantitativen und qualitativen 
Nachweis der in der biologischen Zelle enthaltenen Inhaltsstoffe, insbesondere 
mindestens eines intrazellularen Metaboliten. Dieses ist vorzugsweise ausge- 
wahlt aus der Gruppe der Metaboliten, bestehend aus Aminosauren, Aminen 
und deren Derivate, Carboxylsauren, Alkoholen, Aldehyden, Ketonen, Phos- 
phatestern (ohne die Nukleinsauren), Nukleinsauren und verwandten Verbin- 
dungen, Zuckem und verwandten Verbindungen, Lipiden, Steroiden, Fettsau- 
ren, Vitamineh, Coenzymen und anorganischen lonen. 

Die mittels der nachstehend beschriebenen erfindungsgemaRen Verfahren ge- 
wonnenen, quantitativ bestimmten beziehungsweise qualitativ nachgewiesenen 
Metabolite sind insbesondere: 

Metaboliten-Klasse: 

Aminosauren, Amine und deren Deri- 
vate 



konkrete Metabolite: 

Alanin, Glutamat 
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Carboxylsauren Pyruvat, Citrat, Isocitrat, Oxogluta- 

rat, Oxaloacetat, Malat, Fumarat, 
Succinat, Phosphoglycerat, 
Phosphoenolpyruvat 

Alkohole Ethanol 

Aldehyde Glycerinaldehydphosphat 

Phosphatester (ohne Nukleinsauren) ppGpp, NAD, NADP, NADH, 

NADPH, 

Nukleinsauren und verwandte Verbin- Adenosinmonophosphat, Guano- 
dungen sintriphosphat, Uridindiphosphat, 

cAMP 

Zucker und verwandte Verbindungen Glucosephosphat, Fructosephos- 

phat, Fructosebisphosphat, 
Phosphogluconat, Ribose- und 
Ribulosephosphat, Erythro- 
sephosphat, Sedoheptulo- 
sephosphat, Dihydroxyace- 
tonphosphat 

Liplde, Steroide und Fettsauren Acetyl-CoA 
Vitamine und Coenzyme Riboflavin 
Anorganische lonen Phosphat 

Weitere gemaB der Erfindung aus biologischen Zellen gewinnbare 
beziehungsweise isollerbare, quantitativ bestimmbare beziehungsweise 
qualitativ nachweisbare Metabolite sind: Aminobutanoat, Acetoacetat, 
Acetoacetyl-CoA, Acetaldehyd, Acetyl-L-carnitin, Acetyl-CoA, Acetate, 
Acetyladenylat, Acetohydroxybutanoat, S-Acetyldihydrolipoamide, 
N-Acetylglutamat, N-Acetylglutamatphosphat, N-Acetylglutamatsemialdehyd, 
O-Acetylhomoserin, 2-Acetolactat, N2-Acetylomithin, Acetylphosphate, 



WO 2005/083054 



15 



PCT/EP2005/002065 



N-Acetylglucosamin, N-Acetylglucosaminphosphat, Acylglycerol, 1-Acyl-sn- 
glycerol-3-phosphat, 1 -Acylglycerophosphocholin, 1 -Acyl-sn-glycero-3- 
phosphoethanolamin, N-Acetylmannosamin, N-Acetylmannosaminphosphat, 
2-Amino-3-carboxymuconatsemialdehyd, N-Acetylneuraminat, N-Acetyl- 
neuraminat-9-phosphat, Adenin, Adenosin, Adenylosuccinat, Ade.nylylsulfat, 
Adenylosuccinat, Adenosindiphosphat, ADP-Ribose, ADP-Ribosephosphat, 
1 -(5'-Phosphoribosyl)-5-formamido-4-imidazolecarboxamid, Aicar, Amino- 
imidazolribotid, Ketoglutarat, Ketovalin, Alanin, Aminoacetoacetat, 
Aminoaceton, Aminoadipat, Aminoadipatadenylat, Aminoadipatsemialdehyd, 
Aminobenzoat, Aminolevulinat, Adenosinmonophosphat, 2-Aminomuconat, 

2- Aminomuconatsemialdehyd, Arginin, (N-Omega-L-arginino)Succinat, 
Arogenat, S-Adenosylmethioninamin, Asparagin, Aspartat, Asparagin, 
Asparlylphosphat, Aspartatsemialdehyd, Adenosintriphosphat, Betain, 
Betainaldehyd, CMP-N-Acetylneuraminat, cAMP, Carnitin, N-Carbamoyl- 
L-Aspartat, Carbamoylphosphat, Cardiolipin, Cytidindiphosphat, CDP-Cholin, 
GDP-Diacylglycerol, CDP-Ethanolamin, Ceramid, cGMP, Cholesterin, 
Cholesta-7,24-dien-3-betaol, Cholin, Cholinphosphat, Chorismat, 

3- Carboxy-1-hydroxypropyl-ThPP, Aconitat, Methylaconitat, Citrat, Citrullin, 
Cytidinmonophosphat, Coenzym A, Coenzym Q, Kreatin, Phosphokreatin, 
Crotonoyl-CoA, Cytidintriphosphat, Cystein, Cystathion, Cystin, Cytidin, 
Deoxyadenosin, Deoxyadenosindiphosphat, Deamino-NAD, Deoxyadenosin- 
monophosphat, Deoxyadenosintriphosphat, Deoxycytidindiphosphat, . 
Deoxycylidinmonophosphat, Deoxycytidintriphosphat, Cytidin, 
Demethyllanosterol, 4,4-Dimethyl-5-cholesta-8, 1 4,24-trien-3-betaol, 
Deoxyguanosindiphosphat, Deoxyguanosinmonophosphat, Deoxyguanosin- 
triphosphat, Deoxyguanosin, Dihydroxyacetonphosphat, Dehydrocholesterin, 
Dihydrofolat, Dihydrolipoamid, Dihydroneopterin, (S)-Dihydroorotat, 
Dihydropteroat, Dihydrobiopterin, Amino-4-hydroxy-6-hydroxymethyl- 
dihydropteridin, 2-Amino-7.8-dihydro-4-hy- 

droxy-6-(diphosphooxymethyl)pteridin, 33-Dehydroquina, Dehydrosphinganin, 
Diacylglycerol, Diacylglycerolphosphat, Dimethylglycin, Deoxyinosin, 
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Dimethylallyldiphosphat, Dimethylglycin, N-Acetyl-D-glucosaminyl- 
diphosphodolichol.N.N'-Chitobiosyldiphosphodolichol, Dolichol, 
Dolichylphosphat, Dolichyldiphosphat, Dehydropantoat, Dephospho-CoA, 

2- Deoxy-D-ribosephosphat, 3-Dehydroshikimat, Deoxythymidindiphosphat, 
Deoxythymidinmonophosphat, Deoxythymidintriphosphat, 
Deoxyuridindiphosphat, Deoxyuridinmonophosphat, Deoxyuridin, Deoxyuridin- 
triphosphat, Erythrosephosphat, Ethanolamin, Ethanol, Fructosephosphat, 
Fructosebisphosphat, FAD, Farnesyldiphosphat , 2-(Formamido)-N1- 
(5'-phosphoribosyl)acetamidin, 5'-Phosphoribosyl-N-formylglycinamid, 
Fumarylacetoacetat, Formiminotetrahydrofolat, Formylkynurenin, Fosaure, 
Formiat, Formaldehyd, Formiminogglutama, Fructose, Formyltetrahydrofolat, 
Formyltetrahydrofolat, Fumarat, Glucosephosphat, Glycerat-2-phosphat, 
Glycerat-3-phosphat, Galactose, alpha-DGalactose-1-phosphat, 
D-Glyceraldehyd, Glyceraldehyd-3-phosphat, 5-Phosphoribosylglycinamid, 
Guanosindiphosphat, GDP-Dehydrodeoxymannose, GDP- Fucose, 
GDP-Mannose, Geranyldiptiosphat, Gluconolactonphosphat, Glyceraldehyd, 
Glucosamin, Glucosaminphosphat, Glucose, Glutamin, Glycolat, Glycerophos- 
phocholin, Glycerophosphoethanolamin, Gluconat, Phosphogluconat, 
Glutamat, Glutamatphosphat, Glutamatsemialdehyd, Glutamyl-L-cystein, 
Glutathion, Glutaryl-CoA, Glycin, Glycerol, Glycerolphosphat, Glycolaldehyd, 
Glyceron, Glyoxylat, Glycerat, Guanosinmonophosphat, Guanosintriphosphat, 
Guanin, Guanosln, Guanidinoacetat, Wasserstoffionen, Wasserstoffperoxid, 
Hydroxyanthranilat, Hydroxybutanttricarboxyla, Homocitrat, Hydrogencarbonat, 
Homocysteln, Hydroxykynurenin, Hydroxyprolin, Hydroxypyruvat, Histidin, 
Homoisocitrat, Hydroxymethylglutaryl-CoA, Homogentisat, 

3- (4-Hydroxyphenyl)pyruvat, Sulfid, Homoserin, O-Phosphohomoserin, 
2-(alpha-Hydroxyethyl)thiamindiphosphat, Hypoxanthin, Hydroxybutanoyl-CoA, 
Hydroxyisobutyryl-CoA, Hydroxyisobutyrat, (2S,3S)-3-Hydroxy- 
2-methylbutanoyl-CoA, 4-Hydroxyphenylpyruvat, Isoleucin, 

4- lmidazolon-5-propanoat, D-erythro-1-(lmidazbl-4-yl)glycerol-3-phosphat, 
Inosinmonophosphat, Indol, Indolglycerolphosphat, Inosin, Isobutyryl-CoA, 
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teocitrat, Isopropylmalat, Isopentenyldiphosphat, Kaliumion, Kynurenin, 
Lactose, Lactat, Lactaldehyd, Lanosterol, Lathosterol, Leucin, 
Lactoylglutathion, Lipoamid, LinolensSure, LinolsSure, Lysin, Malat, 
Mallonyl-Co, Mannose, Mannosephosphat, Methenyltetrahydrofolat, Methionin, 
Methylacetoacetyl-CoA, Methylbutenoyl-CoA, Methyloxopentanoat, 
Methylacrylyl-CoA, Methylthioadenosin, Methylglyoxal, Methylglutaconyl-CoA, 
Methyltetrahydrofolat, Methanethidl, Methylmalonatsemialdehyd, 
Methylentetrahydrofolat, Mevalonat, Phosphomevalonat, Diphosphomevalonat, 
Inositol, Maleylacetoacetat, Mercaptopyruvat, Methyltetrahydro- 
pteroyltriglutamat, Natriumion, NAD, NADH, Nicotinamidadenin- 
dinucleotidphosphat, Nicotinamidadenindinucleotidphosphat, Ammoniumion, 
Nicotinat, Nicotinamid, Nicotinamidribonucleotid, Nicotinatribonucleotid, 
Oxaloacetat, Hydroxidion, Oleinsaure, Oleoyl-CoA, Ornithin, Orotat, 
Orotidinphosphat, Oxoadipat, Methyloxobutanoat, Oxobutanoat, Oxalosuccinat, 
Orthophosphat, Phosphoadenylylsulfat, Palmitat, Palmitoyl-CoA, Palmitionat, 
Pantothenat, Pantoat, Pantethein, Phosphoenolpyruvat, Phosphoethanolamin, 
Bisphosphoglycerat, Phenylalanin, Phenylpyruvat, Phosphohydroxypyruvat, 
Pyrophosphat, Phosphopantothenat, Pantetheinphosphat, 
Phosphopantothenoylcystein, Prephenat, Phosphdribosylgfycinamid, 
Phosphoribosylamin, Prolin, Propanoat, Propanoyl-CoA, 
Phosphoribose- 1 -diphosphate, Phosphoserin, Presqualendiphosphat , 
Phosphatidylcholin, Phosphatidyl-N-dimethylethanoIamin, Phosphatidyl- 
ethanolamin, Phosphatidylglycerol, Phosphatidylglycerophosphat, 
Phosphatidyl-N-methylethanolamin, 1-Phosphatidyl-D-myo-inositol, 
Phosphatidylserin, Putrescin, Pyrrolincarboxylat, Pyruvat, Pyridoxalphosphat, 
ppGpp, Quinolinat, 1 -(5-Phospho-D-ribosyl)-5-amino-4-imidazolcarboxylat, 
Ribose, Ribosephosphat, Ribulosephosphat, Methyl-3-oxopropanoyt-CoA, Thio- 
schwefelsaureion , Adenosylhomocystein, 1-(5'-Phosphoribosyl)-5-amino- 
4-(N-succinocarboxamid)-imidazol, Adenosylmethionin, Saccharopin, Sorbitol, 
Sedoheptulose-7-phosphat, Serin, Methyl-3-oxopropanoyi-CoA, Sulfitibn, 
Sulfation, Spermidin, Sphingomyelin, Sphinganin, Sphingosin, Squalen, 
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Squalenepoxid, Stearat, Stearoyl-CoA, Succinat, Succinyl-coA, S-succinyl- 
dihydrolipoamid, Succinylhomoserin, Succinatsemialdehyd, Thiocystein, 
Tetrahydrofolat, Tetrahydrobiopterin, Thiamindiphosphat, Threonin, Thymidin, 
Tetrahydropteroyltriglutamat, Trehalose, Trehalosephosphat, Triacylglycerol, 
Tryptophan, Tyrosin, UDP-N-acetyl-D-glucosamin, UDP-N-acetyl-D-galactos- 
amin, Ubiquinol, Ubiquinon, Uridindiphosphat, UDP-Galactose, UDP-Glucose, 
Uridinmonophosphat, Uracil, Harnstoff, Allophanate, Uridin, Urocanat, 
Uridintriphosphat, Valin, Xanthin, Xanthosin, Xanthosinphosphat, Xylulose- 
phosphat und Zymosterol. 

DemgemaB ist weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfihdung ein Verfahren 
zur Gewinnung eines Inhaltsstoffs, insbesondere mindestens eines Metaboli- 
ten, aus einer biologischen Zelle, enthaltend die Schritte: 

a) Kultivieren mindestens einer biologischen Zelle in einem Kulturmedi- 
um, 

b) thermisches Konditionieren der mindestens einen biologischen Zelle 
nach dem erfindungsgemSBen Verfahren, wobei beziehungsweise wo- 
durch der Inhaltsstoff, insbesondere der mindestens eine Metabolit, aus 
der mindestens einen thermisch konditionierten Zelle freigesetzt wird, und 

c) Isolieren des freigesetzten Inhaltsstoffs, insbesondere des mindes- 
tens einen Metaboliten, aus dem Kulturmedium. 

Besonders bevorzugt wird Schritt a) des Verfahrens in einem KulturgefaB, ins- 
besondere in Verbindung mit flussigem Kulturmedium, beispielsweise in einer 
Suspensionskultur durchgefuhrt. Der Fachmann kann im Rahmen der vorlie- 
genden technischen Lehre aber auch jede andere ihm bekannte und fur sein 
Anwendungsgebiet zweckmaBige Kulturbedingung wahlen. 

Besonders bevorzugt wird Schritt b) des Verfahrens in Verbindung mit der Pro- 
benentnahme und OberfOhrung der Probe in ein AuffanggefaB, insbesondere 
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einem ProbengefaB, durchgefuhrt, beispielsweise in einer dafiir vorgesehenen 
Probennahmevorrichtung. 

Schritt c) des Verfahrens kann mittels bekannter Aufreinigungsverfahren in an 
sich bekannter Weise durchgefuhrt werden. Besonders bevorzugt und, gemaB 
der vorliegenden Erfindung besonders vorteilhaft, auch zweckmaBig und aus- 
reichend sind einfache mechanische Trennverfahren wie die Filtration, zum Bei- 
spiel mit einem einfachen Sterilfilter, bevorzugt mit 0,2 fjm Porengr6(3e, 
oder die Zentrifugation. ZweckmaBigerweise dienen diese Trennverfahren der 
Abtrennung der im Kulturmedium vorhandenen (intakten) ZellhQIIen der ther- 
misch konditionierten Zellen. Im Permeat beziehungsweise im Zentrifugation- 
sQberstand liegen der Inhaltsstoff, insbesondere der mindestens eine Metabolit, 
frei von storenden Komponenten vor. Es versteht sich, dass der Fachmann im 
Rahmen der vorliegenden technischen Lehre, zusatzlich oder an deren Stelle, 
auch jedes andere ihm bekannte und fQr sein Anwendungsgebiet zweckmaBi- 
ges Trenn-, Aufreinigungs- oder Isolierungsverfahren wahlen kann. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Verfahren 
zum quantitativen Nachweis eines Inhaltsstoffs, insbesondere mindestens ei- 
nes Metaboliten, in mindestens einer biologischen Zelle, enthaltend die Schrit- 
te: 

a) Kultivieren der Zelle in einem Kulturmedium, 

b) thermisches Konditionieren der mindestens einen biologischen Zelle 
nach dem erfindungsgemaBen Verfahren, wobei beziehungsweise wo- 
durch der Inhaltsstoff, insbesondere der mindestens eine Metabolit, aus 
der mindestens einen thermisch konditionierten Zelle freigesetzt wird, und 

c) quantitativer Nachweis des freigesetzten Inhaltsstoffs, insbesondere 
des mindestens einen Metaboliten, im Kulturmedium. 
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Besonders bevorzugt wird Schritt a) des Verfahrens in einem KulturgefaB, ins- 
besondere in Verbindung mit fliissigem Kulturmedium, beispielsweise in einer 
Suspensionskultur durchgefQhrt. Der Fachmann kann im Rahman der vorlie- 
genden technischen Lehre aber auch jede andere ihm bekannte und fur sein 
Anwendungsgebiet zweckmaBige Kulturbedingung wahlen. 

Besonders bevorzugt wird Schritt b) des Verfahrens in Verbindung mit der Pro- 
benentnahme und Uberfuhrung der Probe in ein AuffanggefaB, insbesondere 
einem ProbengefaB, durchgefQhrt, beispielsweise in einer dafOr vorgesehenen 
Probennahmevorrichtung. 

Schritt c) des Verfahrens wird mittels bekannter quantitativer Nachweisverfah- 
ren fur den interessierenden Metaboliten in an sich bekannter Weise durchge- 
fuhrt. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist schlieBlich auch ein 
Verfahren zum qualitativen Nachweis eines Inhaltsstoffs, insbesondere mindes- 
tens eines Metaboliten, in mindestens einer biologischen Zelle, enthaltend die 
Schritte: 

a) Kultivieren der Zelle in einem Kulturmedium, 

b) thermisches Konditibnieren der mindestens einen biologischen Zelle 
nach dem erfindungsgemaBen Verfahren, wobei beziehungsweise wo- 
durch der Inhaltsstoff, insbesondere der mindestens eine Metabolit, aus 
der mindestens einen thermisch konditionierten Zelle freigesetzt wird, und 

c) qualitativer Nachweis des freigesetzten Inhaltsstoffs, insbesondere 
des mindestens einen Metaboliten, im Kulturmedium. 

Besonders bevorzugt wird Schritt a) des Verfahrens in einem KulturgefaB, ins- 
besondere in Verbindung mit flussigem Kulturmedium, beispielsweise in einer 
Suspensionskultur durchgefQhrt. Der Fachmann kann im Rahmen der vorlie- 
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genden technischen Lehre aber auch jede andere ihm bekannte und fur sein 
Anwendungsgebiet zweckmaBige Kulturbedingung wahlen. 

Besonders bevorzugt wird Schritt b) des Verfahrens in Verbindung mit der Pro- 
benentnahme und OberfQhnjng der Probe in ein AuffanggefaB, insbesondere 
einem ProbengefaB, durchgefuhrt, beispielsweise in einer dafur vorgesehenen 
Probennahmevorrichtung. 

Schritt c) des Verfahrens wird mittels bekannter qualitativer Nachweisverfahren 
fQr den interessierenden Metaboliten in an sich bekannter Weise durchgefuhrt. 

Dir vorliegende Erfindung betrifft auch eine Vorrichtung zur Probennahme, ins- 
besondere zur UberfQhrung einer Probe biologischer Zellen aus mikrobiellen, 
vorzugsweise pilzlichen oder bakteriellen, Kulturen oder Mischkulturen sowie 
Zellkulturen pflanzlicher, tierischer oder menschlicher Zellen. Diese Zellen kon- 
nen in einem Kultivierungssystem wie Bioreaktor, Schuttelkolben, Proberohr- 
chen oder Microtiterplatten, insbesondere in einem KulturgefaB in Form einer 
Suspensionskultur kultiviert werden. Die Erfindung sieht vor, dass die Probe 
dem Kultivierungssystem entnommen und in mindestens ein AuffanggefaB 0- 
berfQhrt wird. Dabei findet erfindungsgemaB bevorzugt die thermische Konditi- 
onierung der in der Probe enthaltehen biologischen Zelle(n) statt. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher eine Zellkonditioniervorrich- 
tung als Bestandteil einer solchen Probennahmevorrichtung. Die erfindungs- 
gemaBe Zellkonditioniervorrichtung dient dem thermischen Konditionieren min- 
destens einer biologischen Zelle, welche vorzugsweise in einem flussigen Kul- 
turmedium suspendiert ist. Die erfindungsgemaBe Zellkonditioniervorrichtung 
weist mindestens eine an einer Warmequelle angeordnete und vom flussigen 
Kulturmedium durchflossene Kapillare auf, durch die vorzugsweise die im Kul- 
turmedium suspendierte Zellprobe QberfQhrt wird. Sie ist erfindungsgemaB da- 
durch gekennzeichnet, dass die Kapillare einen Innendurchmesser von 0,5 mm 
bis 4,5 mm, bevorzugt von 1 ,0 mm bis 3,0 mm, aufweist und entlang einer tern- 
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perierten Kapillarstrecke von 50 cm bis 1550 cm, bevorzugt von 90 cm bis 
420 cm, der Kapillare mit der Warmequelle in Kontakt steht. 

Bevorzugt dient die Zellkonditioniervorrichtung der DurchfQhrung des vorliegend 
beschriebenen erfindungsgemaBen Verfahrens der thermischen Konditionie- 
rung. Wie beschrieben, zeichnet sich das erfindungsgemaBe Verfahren insbe- 
sondere durch die Einhaltung bestimmter Verfahrensparameter aus, die einen 
Qberraschenden vorteilhaften technischen Effekt bewirken. 

Zur DurchfQhrung eines Probennahmeverfahrens mit eingeschlossener thermi- 
scher Konditionierung wird Zellsuspension wird aus dem Kultivierungssystem 
entnommen und mittels eines ersten Abschnitts der Kapillare, der als kurze 
Qberfuhrungsstrecke ausgelegt ist, und eines daran anschlieBenden zweiten 
Abschnitts, der als temperierte Kapillarstrecke ausgefuhrt ist, in ein Proben- 
nahmegefaB uberfuhrt. 

Es wurde Oberraschend gefunden, dass diese Verfahrensparameter mit der 
erfindungsgemaBen Zellkonditioniervorrichtung eingehalten werden kSnnen, 
wenn bestimmte geometrische Rahmenbedingungen bei der Dimensionierung 
der Kapillare der Zellkonditioniervorrichtung eingehalten werden: Dargestellt 
sind in Tabelle 1 die Abhangigkeit von Rohrwendelinnendurchmesser und Lan- 
ge der temperierten Kapillare fQr extremale Volumenstrome 2,5 ml/s bzw. 
8 ml/s und extremale Turnoyerraten intrazellularer Metabolite, beispielsweise 
ATP, von x = 0,1 s bzw. t = 2,7 s. Die gefundenen Werte lassen sich urn belie- 
bige Zwischenwerte fQr Volumenstrome (2.5 ml/s < V < 8 ml/s) sowie Turno- 
verraten (0,1 s < t < 2,7 s) erweitern. 
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Tabelle 1: 



Volumen- 
«*trom 

Oil Will 

[ml/s] 


Turnover- 
rate x fel 


WE 
[Ks] 


Rohrwendel- 
innendurch- 
messer [cm] 


Lange der 
temperierten 
Kapillare [cm] 


2,5 


0,1 


70 


0,05 


83 


300 


0,05 


1502 


2,7 


70 


0,2 


92 


300 


0,2 


1511 


8 


0,1 


70 


0,11 


79 


300 


0,11 


1498 


2,7 


70 


0,44 


84 


300 


0,44 


1503 



Aufgrund der erfindungsgemaBen Geometrie der Zellkonditioniervorrichtung 
beziehungsweise Probennahmevorrichtung kann die optimale Metabolit- 
Probennahme nur in einem engen Temperaturbereich und einem genau darauf 
abgestimmten Zeitintervall erfolgen und dadurch die Zellsuspension derma&en 
gOnstig beeinflusst werden, dass der Zellmetabolismus schnell gestoppt und 
der intrazellulare Metabolit vollstandig freigesetzt wird, die Zellstruktur aber er- 
halten bleibt. Die Temperatur liegt dabei stets unterhalb des Siedepunkts der 
Probensuspension. 

Ein bevorzugter Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher eine Zell- 
konditioniervorrichtung, wobei fur ein zu ubertragendes Warmeaquivalent von 
70 Ks bis 300 Ks zweckmaliigerweise eine Lange der temperierten Kapillar- 
strecke von etwa 80 cm bis etwa 1510 cm gewahlt wird, wobei 
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a) fur einen kleinen Volumenstrom von etwa 2,5 ml/s 

i. bei einer unteren Umsatzrate des Metaboliten von etwa 0,1 s der 
Innendurchmesser der Kapillare etwa 0,5 mm, 

ii. bei einer oberen Umsatzrate des Metaboliten von etwa 2,7 s der 
Innendurchmesser der Kapillare etwa 2 mm und 

b) fur einen groBen Volumenstrom von etwa 8 ml/s 

i. bei einer unteren Umsatzrate des Metaboliten von etwa 0,1 s der 
Innendurchmesser der Kapillare etwa 1 mm, insbesondere 1 ,1 mm, 

ii. bei einer oberen Umsatzrate des Metaboliten von etwa 2,7 s der 
Innendurchmesser der Kapillare etwa 4 mm, insbesondere 4,4 mm 

betragt. 

Durch eine entsprechende Abwandlung der Geometrie des erfindungsgemaB 
vorgesehenen Probennahmesystems wird beispielsweise auch eine Metabolo- 
mics-Analyse insbesondere in einem HD-screening-Verfahren moglich. 

Ein weiterer bevorzugter Gegenstand ist eine Zellkonditioniervorrichtung, wel- 
che als Probennahmevorrichtung zur Entnahme einer Probe aus einer Quelle 
eines die Zelle enthaltenden flQssigen Kulturmediums ausgebildet ist und zu- 
satzlich eine Probenuberfuhrungsstrecke und eine Probensammelvorrichtung 
aufweist. 

Der Temperaturverlauf der Zellsuspension in der erfindungsgemaBen Vorrich- 
tung ist schematisch in Figur 2 dargestellt. Folgende GroBen dienen der ErlSu- 
terung der erfindungsgemaBen Vorrichtung: 

T_Warmequelle = an der Kapillare angelegte Temperatur der Warmequelle; 
-ir nntrprirht ^1°r K-nnHitingiRrtemperaturT^ 

T_Suspension = Temperatur der Suspension im Kultivierungssystem; sie ent- 
cprioht Har Knltiviemnos tamperatur 
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T_Probennahme- 

gefaB = Temperatur der Metabolitldsung im ProbennahmegefaB 

sjot = Strecke vom Eingang in das integrierte Probennahmesystem 

bis zum Beginn der durch die Warmequelle temperierten Kapil- 

larstrecke 

s _ hejz = strecke, die fQr das Aufheizen der Probe vom Eintritt in die 

durch die Warmequelle temperierte Kapillare bei T.Suspension 
bis zum Erreichen der Temperatur T.Warmequelle durchlaufen 
wird 

s_halte = Strecke, die die Probe mit der Temperatur T_Warmequelle in 

der temperierten Kapillare zurucklegt 
s_Warmequelle= Lange der durch die Warmequelle temperierten Kapillarstre- 

cke = Summe von s_heiz und s_halte 
tjot = Zeitdauer, die die Probe fQr das ZurQcklegen von s_tot benb- 

tigt 

Uieiz = Zeitdauer, die die Probe fQr das ZurQcklegen von s.heiz be- 

notigt 

t_halte = Zeitdauer; die die Probe fur das ZurQcklegen von sjialte be- 

nbtigt; sie entspricht der Knnriitionierzeit t h 
t_Warmequelle = Zeitdauer, die die Probe fur das ZurQcklegen von s_Warme- 

quelle bendtigt 

Zieht man die Probe bei einer Temperatur der Zellsuspenslon T.Suspension, 
vorzugsweise bei Mikroorganismen und Zellkulturen typischerweise 30-37»C, 
aus dem Kultivierungssystem, so durchlauft diese als erstes eine UberfQh- 
rungsstrecke sjot und wird beim Eintritt in die temperierte Kapillare auf einer 
kurzen Strecke s_heiz hinlanglich genau auf die Temperatur der Warmequelle 
T_Warmequelle gebracht, vorzugsweise +/- 5°C, urn im Anschluss durch Ver- 
mischung mit bereits vorliegender Probelosung im ProbennahmegefaB auf 
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T.ProbennahmegefaB gebracht zu werden, vorzugsweise auf 4°C gekCihlt. Die 
Lange der Aufheizstrecke s_heiz hangt dabei insbesondere von den Eigens- 
chaften der Zellsuspension, der Geometrie des integrierten Probennahme- 
systems, der eingestellten Durchflussrate und der angelegten Temperatur 
T_Warmequelle durch die Warmequelle ab. Aufgrund der bevorzugt schnellen 
Aufheizzeiten wird zur erfindungsgemaBen Clbertragung der Warmeaquivalente 
die benotigte Zeit der Probe fOr das Durchlaufen der Aufheizstrecke s_heiz, 
namlich t.heiz, insbesondere der Haltezeit tjialte bei einer Temperatur von 
T_Warmequelle zugerechnet. Die Zeit tjialte bezeichnet die Zeitdauer, die ein 
infinitesimal kleines Volumenelement mittlerer Strdmungsgeschwindigkeit fur 
den Durchlauf der temperierten Kapillarstrecke s_halte benotigt . 

Eine zur Illustration der Erfindung beispielhaft angeftihrte Zellkonditionier- 
vorrichtung beziehungsweise Probennahmevorrichtung ist in Figur 1 dargestellt. 
Diese weist eine Quelle (1), insbesondere einen Bioreaktor, auf, worin ein vor- 
zugsweise flQssiges Kulturmedium (2) mit den darin enthaltenen biologischen 
Zellen eingefullt ist. Vorzugweise liegen die Zellen in einer Suspensionskultur in 
dem Bioreaktor vor. Weiter weist die Vorrichtung mindestens eine Kapillare (3) 
auf, welche an einer Warmequelle (4) angeordnet ist. Vorzugsweise stent die 
Warmequelle ilber eine bestimmte Heizstrecke in einer den Warmefluss zwi- 
schen Warmequelle und dem Lumen der Kapillare fdrdernden Kopplungsweise 
mit der Kapillare in Verbindung; diese Heizstrecke entspricht der Lange der 
temperierten Kapillare. 

DemgemaB ist ein weiterer Gegenstand der Erfindung die Verwendung der 
Zellkonditioniervorrichtung zur Gewinnung eines Inhaltsstoffs aus einer bio- 
logischen Zelle, wobei insbesondere das hierin beschriebene Verfahren dazu 
durchgefGhrt wird. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung der Zell- 
konditioniervorrichtung zum quantitativen Nachweis eines Inhaltsstoffs in einer 
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biologischen Zelle, wobei insbesondere das hierin beschriebene Verfahren da- 
zu durchgefuhrt wird. 

SchlieBlich ist ein weiterer Gegenstand der Erfindung die Verwendung der Zell- 
konditioniervorrichtung zum qualitativen Nachweis eines Inhaltsstoffs in einer 
biologischen Zelle, wobei insbesondere das hierin beschriebene Verfahren da- 
zu durchgefuhrt wird. 

Da im folgenden die Begriff lichkeiten "Ghosts", "Ghost-Faktor" , "Trues", 
"TrQmmer", "TrQmmer-Faktor" und Gesamtzellzahl eine wichtige Rolle spielen 
werden, sollen hier zunachst deren Definition und Bestimmungsmethoden ein- 
gefuhrt werden. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden unter „Ghosts" Zel- 
len verstanden, deren Cytoplasmamembran irreversibel geschadigt wurde, die 
aber als vollstandige Jeere" ZellhQIIen vorliegen. Unter Jrues" werden Zellen 
verstanden, deren Cytoplasmamembran intakt ist. Jrummer" bezeichnet 
BruchstQcke einer Zelle, deren zellulare Integritat zerstdrt wurde; hierbei han- 
delt es sich insbesondere urn Lipid-Mizellen, einzelne Proteine und mRNA, 
nackte beziehungsweise Protein-gebundene DNA-Bruchstucke und vieles an- 
dere mehr. Der Begriff „Ghost-Faktor" bezeichnet ein quantitatives Aquivalent, 
woraus die Zahl der Ghosts bestimmt wird. Der Begriff JrQmmer-Faktor" be- 
zeichnet ein quantitatives Aquivalent, woraus die Zahl der TrQmmer bestimmt 
wird. 

Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Figuren und Beispiele erlautert, die 
aber nicht beschrankend zu verstehen sind: 

Es zeigen 

die Fiaur 1 ein vereinfachtes Schema der erfindungsgemaBen Vorrichtung, 
die Fiaur 2 ein schematisches Temperaturprofil in der erfindungsgemaBen 
Vorrichtung, 

die Fiaur 3 den Grad der Metabolit-Freisetzung aus den Mikroorganismen E. 

coli, B. subtilis und S. cerevisiae in Abhangigkeit von der angeleg- 
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ten Temperatur der Warmequelle = T K . Erst bei einer Konditionier- 
temperatur T K Qber 60°C findet eine signifikante Freisetzung von 
Metaboliten statt. Bei einer Konditioniertemperatur Tk von ca. 
95°C wird eine vollstandige Freisetzung erreicht. Die Konditionier- 
zeit t h betrug 1 ,2 s, 

die Fiaur4 den Grad der Metabolit-Freisetzung bei E. coli in Abhangigkeit von 
der Zeit t_halte. In Abhangigkeit von der Konditioniertemperatur 
T K werden verschieden lange Konditionierzeiten t h fur eine voll- 
standige Metabolitfreisetzung benotigt. Dabei muss eine Schwel- 
lentemperatur T_krit,Metabolit Qberschritten sein, 

die Fiaur 5 die Entstehung von Ghosts bei einer Konditioniertemperatur T« 
von 95°C in Abhangigkeit von der Konditionierzeit T h bei einer E. 
coli-Kultur, 

die Fiaur 6 die Entstehung von ZelltrQmmern durch die erfindungsgemaBe 
Vorrichtung bei einer Konditioniertemperatur T K von 95°C in Ab- 
hangigkeit von der Konditionierzeit t h bei E. coli, 

die Fiaur 7 die Entstehung von Ghosts in Abhangigkeit von der Konditionier- 
temperatur T K bei einer Konditionierzeit T h von 1 ,2 s bei einer 
Probennahme aus einer E. coli-Kultur mittels der erfindungsge- 
maBen Vorrichtung, 

die Figur 8 den uberraschenden Zusammenhang zwischen Trummer-Bildung, 
Ghost-Bildung, Metabolit-Freisetzung und GZZ in Abhangigkeit 
von der Konditioniertemperatur T K , 

die Fiaur 9 die Abhangigkeit der Bildung von Ghosts von den angelegenten 
Warmeaquivalenten. Nur in einem sehr engen Bereich von 70 bis 
300 Ks WE erfolgt bei E. coli eine sehr befriedigende Bildung ei- 
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ner vorteilhaft hohen Zahl von Ghosts, das Optimum liegt dabei 
• bei 110 Ks, 

die Fiaur 10 das Ergebnis der Analyse der erfindungsgemaB bei der Proben- 
nahme und -Qberfuhrung freigesetzten Metabolite ausgewahlter 
Stoffklassen (Leaende: PEP = Phosphoenolpyruvat, DHAP/GAP.= 
Summe von Dihydroxyacetonphosphat und Glycerinaldehyd-3- 
phosphat, ADP = Adenosindiphosphat, 2PG/3PG = Summe aus 
2-Phosphoglycerat und 3-Phosphoglycerat, FBP = Fructose- 
bisphosphat). 

Beispiel 1: Freisetzung von Metaboliten 

Die Fahigkeit der erfindungsgemaBen Vorrichtung, in Form eines integrierten 
Probennahmesystems intrazellulare Metabolite freizusetzen, wurde exempla- 
risch am Beispiel der Freisetzung von ATP verfolgt. Die ATP-Konzentrationen 
wurden mit Hilfe eines enzymatischen Biolumineszenz-Verfahrens ermittelt 
(Tran & Unden Changes in the proton potential and the cellular energetics of 
Escherichia coli during growth by aerobic and anaerobic respiration or by fer- 
mentation Eur. J. Biochem. (1998) 251:538-43). ATP liegt vermutlich aufgrund 
lysierterZellen im Medium von Zellsuspensionen wie die meisten Metabolite in 
der Regel nur in minimalen Mengen vor. Aufgrund seiner ionischen Phosphat- 
gruppen kann ATP nur in auBerst vernachlassigbarer Menge uber die Cy- 
toplasmamembran diffundieren. Die Metabolitfreisetzungsversuche wurden mit 
E. coli-Kulturen als charakteristische Vertreter gram-negativer prokaryotischer 
Zellsuspensionen, mit B. subtilis-Kulturen als charakteristische Vertreter gram- 
positiver prokaryotischer Zellsuspensionen, und mit S. cerevisiae-Kulturen als 
charakteristische Vertreter eukaryotischer Zellsuspensionen durchgefQhrt. Eine 
vollstandige Metabolit-Freisetzung sei im folgenden definiert als Nachweis von 
mehr als >95% der ATP-Menge, die bei einem schnellen Abstoppen der Zell- 
suspension mit kochendem Wasser fur 2 Minuten und anschlieBendem Ultra- 
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schall-Aufschluss (30s, Ultraschallgerat, Bandelin electronic, Typ UW 2200, 
12207 Berlin, Deutschland) nachgewiesen werden kann. 

1.1 Freisetzung von Metaboliten: Abhangigkeit von der Konditionierzeit t h 

Bei einer gegebenen Temperatur T_Warmequelle, die der Konditioniertempera- 
tur T K entspricht, spielt die Haltezeit tjialte, die der Konditionierzeit t h ent- 
spricht, eine wichtige Rolle fur den Grad der Metabolit-Freisetzung. Urn den 
Einfluss der Konditionierzeit t h bei der Metabolit-Freisetzung zu untersuchen, 
wurde fQr E. coli bei verschiedenen Temperaturen (30°C, 60°C und 95°C) die 
Konditionierzeit t h variiert. Die Ergebnisse sind in Figiir 4 dargestellt. Bei Kondi- 
tioniertemperaturT K = 95°C wird eine vollstandige Metabolit-Freisetzung bereits 
bei Konditionierzeiten t h wesentlich unter einer Minute erreicht. Bei Konditionier- 
temperatur T K = 60°C wird im Rahmen der Versuchszeit erst bei Konditionier- 
zeit t h = 5 min. eine vollstandige Metabolitfreisetzung erreicht. Bei tieferen 
Temperaturen wird keine vollstandige Metabolit-Freisetzung innerhalb eines 
akzeptablen Zeitraumes (<5 min.) mehr erreicht, bei einer Konditioniertempera- 
tur T K von 37°C wird sogar Qberhaupt kein Anstieg der Metabolit-Freisetzung 
mehr beobachtet. Die durch die Warmequelle angelegte Konditioniertemperatur 
T K muss also eine Schwellentemperatur T_krit,min Qbersteigen, damit im Rah- 
men einer vernOnftigen Zeitspanne der Konditionierzeit t h von vorzugsweise 
weniger als 5 min. eine vollstandige Freisetzung der intrazellularen Metabolite 
erreicht werden kann. 

1 .2 Freisetzung von Metaboliten: Abhangigkeit von der Konditioniertempera- 
tur T K 

Die Abhangigkeit des Grades der Metabolit-Freisetzung von der Konditionier- 
temperatur T K bei einer gegebenen Konditionierzeit t h von 1 ,2 s wurden mit E. 
coli, B. subtilis- und S. cerevisiae-Kulturen durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in 
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Figur 3 dargestellt. Wahrend bis zu einer Konditioniertemperatur T K von 60°C 
keine signifikante Freisetzung von Metaboliten beobachtet werden kann, steigt 
der Freisetzungsgrad bei hoheren Konditioniertemperaturen signifikant an und 
erreicht bei alien drei Zellsystemen bei spatestens 95°C eine vollstandige Frei- 
setzung der Metabolite. B. subtilis als gram-positiver Organismus zeigt gegen- 
uber S. cerevisiae und E. coll erst bei hoheren Temperaturen vergleichbare 
Anteile freigesetzter Metabolite. 

Beispiel 2: Bewahrung der strukturellen Integritat 

Fur die Bewahrung der strukturellen Integritat von Zellen wurden im Hinblick auf 
das integrierte Probennahmesystem zwei entscheidende EinflussgrSBen, ver- 
gleichbar mit der Metabolit-Freisetzung, identifiziert: Die Konditionierzeit t h , die 
bei der vorzugsweise eingesetzten erfindungsgemaBen Vorrichtung der tjialte 
entspricht, und die angelegte Konditioniertemperatur T«, die bei der vorzugs- 
weise eingesetzten erfindungsgemaBen Vorrichtung der Temperatur 
T.Warmequelle der mit der Kapillare verbundenen Warmequelle entspricht. 

Der Nachweis der „Ghosts" erfolgt zweckmSBigerweise iiber den Farbstoff Pro- 
pidiumiodid, der aufgrund seiner positiven Ladung nur durch geschadigte 
Membranen permeieren kann. Propidiumiodid interkaliert in die DNA und fluo- 
resziert daraufhin rot, weshalb auch Ghost-Zellen rot f luoreszieren. Quantitativ 
wurden Ghosts in der vorliegenden Patentschrift mit Hilfe des Ghost-Faktor 
nachgewiesen. 

Der quantitative Nachweis von Ghosts erfolgt uber den Ghost-Faktor. Dieser 
ergibt sich anhand der Formel: 

Ghost-Faktor = ((rot_P-rot_0_P) - (rot_Ref-rot_0_Ref))/(grQn_Ref-grun_0_Ref) 
Hierbei ist: 

rot P = Rot-Fluoreszenz der behandelten Probensuspension 
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rot_0_P = Rot-Fluoreszenz der behandelten, abzentrifugierten Proben- 
suspension 

rot_Ref = Rot-Fluoreszenz der unbehandelten Probensuspension 
rot_0_Ref = Rot-Fluoreszenz der unbehandelten, abzentrifugierten Pro- 
bensuspension 

grun_Ref = GrQn-Fluoreszenz der unbehandelten Probensuspension 
grQn_0_Ref « Grun-Fluoreszenz der unbehandelten, abzentrifugierten Pro- 
bensuspension 

Die Rot-Fluoreszenz wurde bei 635 nm und die Grun-Fluoreszenz bei 535 nm 
in Mikrotiterplatten mit Hilfe eines Miktrotiterplatten-Messgerates (TECAN 
GmbH, Typ Spectra Fluor, Crailsheim, Deutschland) ermittelt. Die Anregung 
erfolgt bei 485 nm. Bei der Messprobenvorbereitung wurde die optische Dichte 
der Probensuspension bei einer Wellenlange von 600 nm bestimmt und die 
Probensuspension im Anschluss mittel 0,9% NaCI-Losung auf eine Extinktion 
von 0,06 bei 600 nm verdQnnt. Die Probensuspension wurde darauf in zwei 
Aliquots aufgeteilt. Ein Aliquot wurde auf Eis gelagert und mit "Probensuspen- 
sion" bezeichnet. Das zweite Aliquot wurde fur 2 min. bei 14000 Umdrehun- 
gen/Minute in einer Tischzentrif uge (Eppendorf AG, Typ Centrifuge 541 7R, 
22331 Hamburg, Deutschland) zentrifugiert, anschlieBend der Uberstand abge- 
nommen. Diese Aliquot wurde als "abzentrifugierte Probensuspension" be- 
zeichnet. Im AnschluB wurden bei Aliquots gleich weiterprozessiert. Dazu wur- 
den 100/il der Aliquots in die Kayitat einer Mikrotiterplatte gegeben, anschlie- 
Bend 100 //I eines Farbstoffgemisches zugegeben. Das Farbstoffgemisch wur- 
de aus der Komponente A des L-7007 LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viabi- 
lity-Kit (MoBiTec, Gdttingen, Deutschland) gewonnen und beinhaltete 10//mol/l 
SYTO® 9 und 10 //mol/l Propidiumiodid in bidestilliertem Wasser. Die Bezeich- 
nung behandelt bzw. unbehandelt kennzeichnet hierbei Probensuspensionen, 
die entweder direkt aus dem Kultivierungssystem entnommen wurden (unbe- 
handelt) bzw. daraufhin entweder durch das integrierte Probennahmesystem 
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prozessiert bzw. durch alternative Methoden und Verfahren konditioniert wor- 
den waren (behandelt). 

Der Nachweis der Jrues" erfolgt Qber den Farbstoff SYTO® 9. Dieser ist unge- 
laden und kann somit sowohl durch intakte als auch durch beschadigte Memb- 
ranen in die DNA interkalieren. Daher markiert er, wenn er alleine verwendet 
wird, alle Zellen, sowohl die mit intakter (Trues) als auch die mit beschadigter 
(Ghosts) Membran. In Kombination mit Propidiumiodid eingesetzt (wie hier der 
Fall) wird SYTO® 9 durch Propidiumiodid reduziert und verdrangt. Daher fluo- 
reszteren nur Zellen mit intakten Membranen (Trues) grQn. 

Der quantitative Nachweis von Trummern erfolgt Qber den Trummer-Faktor. 
Dieser ergibt sich anhand der Formel: 

Trummer-Faktor = (rot_0_P-rot_0_Ref)/(rot_P-rot_0_Ref)*(rot_P- 
rot_Ref)/(grun_Ref-grun_U_Ref) 

Hierbei ist: 

rot_0_P = Rot-Fluoreszenz der behandelten, abzentrifugierten Zellsus- 
pension 

rot_0_Ref = Rot-Fluoreszenz der unbehandelten, abzentrifugierten Zell- 



Die Durchfuhrung der Messung des Triimmer-Faktors entspricht der Vorge- 
hensweise bei der Bestimmung des Ghost-Fa.ktors. Der Trummer-Faktor misst 
dabei hauptsachlich nackte DNA-BruchstQcke. 



rot_P 



rot_Ref 



grDn_Ref 
grun_U_Ref 



suspension 

= Rot-Fluoreszenz der behandelten Zellsuspension 
= Rot-Fluoreszenz der unbehandelten Zellsuspension 
= GrQn-Fluoreszenz der unbehandelten Probensuspension 
= GrOn-Fluoreszen der unbehandelten, abzentrifugierten Pro- 
bensuspension 
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Die Gesamtzellzahl (GZZ) wurde mit Hilfe einer Zahlkammer (Neubauer, impro- 
ved) unter dem Lichtmikroskop bestimmt und entspricht der Summe aus Trues 
und Ghosts. 

2.1 Bewahrung der strukturellen Integritat: Abhangigkeit von der Konditio- 
nierzeit th 

Um die Abhangigkeit der strukturellen Integritat von der Konditionierzeit t h zu 
untersuchen, wurden bei einer Konditioniertemperatur T K von 95°C verschiede- 
ne Konditionierzeiten t h angelegt. Die Ergebnisse sind in Figur 5 dargestellt. 

DefinitionsgemaB ergibt der Ghost-Faktor bei der unbehandelten Zellsuspensi- 
on einen Wert von 0. Dieser steigt bei einer Konditionierzeit t h von 1 ,2 s Qber- 
raschenderweise sprunghaft auf 1 ,01 an. Er sinkt wiederum ab Konditionierzei- 
ten t h ab 5 s schnell auf 0,56, um im weiteren Veriauf mit langerer Zeitdauer 
weiter stetig abzusinken, wie in Figur 5 dargestellt ist. Es kann daher geschlos- 
sen werden, dass nur eine uberraschend kurze Konditionierzeit t h fQr die Bei- 
behaltung der zellularen Integritat derZellen angelegt werden muss; bei lange- 
rer Zeiteinwirkung und Temperaturen T K fiber T_krit,min geht die zelluiare In- 
tegritat jedoch unerwOnschterweise verloren. 

Im Gegensatz zu anderen Zellaufschlussmethoden zur Metabolit-Freisetzung, 
wie beispielsweise der Ruhrwerkskugelmuhle oder dem Ultraschall, entstehen 
bei dem integrierten Probennahmesystem in wesentlich geringerem AusmaB 
Zelltrummer; die gefundenen Messwerte sind in Tabelle 2 dargestellt. Diese 
entstehen in Abhangigkeit von der angelegten Temperatur T_warme- 
quelle>T_krit,min und nehmen mit der Zeit zu, siehe Figur 6. 

Tabelle 2 zeigt den TrQmmer-Faktor bei Probennahme und Metabolit- 
Freisetzung nach Behandlung der Zellsuspension mittels des integrierten Pro- 
bennahmesystems, mittels Ruhrwerkskugelmuhle und mittels Ultraschall- 
Aufschluss. Ruhrwerkskugelmuhle und Uitraschall-Aufschluss zerstoren die 
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Zellintegritat und erzeugen eine wesentlich hohere Menge an Zelltrummern als 
das erfindungsgemaGe Verfahren. 



Tabelle 2: 



Thermische Konditionierung (erfindungsgemaB) 


Trummer- 
Faktor 


KonditioniertemperaturT K l°C] 


Konditionierzeit t h [s] 


95 


1,2 


0,00 


95 


20 


0,05 


95 


45 


0,04 


Riihrwerkskugelmuhle fOr 1 1 min. (Vergleich) 


0,72 


Ultraschallaufschluss fOr 30 s (Vergleich) 


0,99 



2.2. Bewahrung der strukturellen Integritat: Abhangigkeit von der Konditio- 
niertemperaturT K 

Um die Abhangigkeit der strukturellen Integritat von der Temperatur zu unter- 
suchen, wurden die Folgen von Temperatur-Variationen auf die Entstehung von 
Ghosts analysiert. Ghosts sind Zellen, deren Metabolite freigesetzt wurden, die 
ihre strukturelle Integritat jedoch beibehalten haben. 

Die Ergebnisse bei einer Konditionierzeit t h von 1 ,2 s sind in Figur 7 dargestellt. 
Wahrend bis zu Konditioniertemperaturen T K von 75°C nur ein schwacher An- 
stieg von Ghosts, gemessen am Ghost-Faktor, erfolgt, steigt dieser bei hdheren 
Konditioniertemperaturen sprunghaft an und erreicht bei einer Konditionier- 
temperatur T K von etwa 85°C ein Maximum. Bei Konditioniertemperaturen von 
90°C und 95°C ist eine geringe Abnahme des Ghost-Faktors zu beobachten, 
siehe Figur 7. Im Vergleich zu bekannten Metabolit-Freisetzungsverfahren (Ku- 
gelmuhle, Ultraschall) erzeugt die Freisetzung von Metaboliten mittels des er- 
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findungsgemaBen Verfahrens vorteilhafterweise wesentlich mehr Ghosts als 
die bekannten Verfahren; dies ist in Tabelle 3 dargestellt. 

Tabelle 3 zeigt den Ghost-Faktor bei Probennahme und Metabolit-Freisetzung 
nach Behandlung der Zellsuspension mittels des integrierten Probennahme- 
systems, mittels RQhrwerkskugelmQhle und mittels Ultraschall-Aufschluss. 
RiihrwerkskugelmQhle und Ultraschall-Aufschluss zerstdren die Zellintegritat 
und erzeugen eine wesentlich hdhere Menge an ZelltrOmmern als das integrier- 
te Probennahmesystem. Dagegen erzeugt das erfindungsgemaBe Verfahren 
eine wesentlich groBere Menge an Ghost als die Behandlung der Zellsuspensi- 
on mittels RQhrwerkskugelmQhle oder Ultraschall. 



Tabelle 3: 



Thermische Konditionierung (erfindungsgemaB) 


Ghost-Faktor 


Konditioniertemperatur T K [°C] 


Konditionierzeit tf, [s] 


95 


1,2 


1,01 


95 


20 


0,57 


95 


45 


0,41 


RQhrwerkskugelmQhle fur 1 1 min. (Vergleich) 


-0,05 


Ultraschallaufschluss fur 30 s (Vergleich) 


-0,12 



Ein zugrunde liegendes Modell erfordert, dass die Gesamtzellzahl GZZ die 
Summe aus Trues und Ghosts darstellt, dass sobald keine Trues mehr vorlie- 
gen, die Metabolitfreisetzung vollstandig sein sollte, dass mit Abnahme der 
Ghosts die Zahl der TrQmmer zunehmen sollte und dass es eine maximale 
Temperaturgrenze gibt, ab der vermehrt ZelltrQmmer und keine Ghosts gebildet 
werden. 
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Diese Zusammenhange wurden experimental! an E. coli fur Kultivierungstem- 
peraturen T K im Bereich von 50°C bis 121°C untersucht. Bei Konditioniertem- 
peraturen uber 100°C mussten hierfOr andere, das heiBt erweiterte, Proben- 
nahmevorrichtungen als das erfindungsgemaB bevorzugte eingesetzt werden; 
um mittels eines angelegten Uberdruckes wurde ein Sieden der Probensus- 
pension stets vermieden. Die Konditionierzeit th wurde zwischen 1,2 s und 600 
s variiert. 

In Figur 8 sind die experimentellen Ergebnisse in der Zusammenschau darge- 
stellt. Eine vollstandige Metabolit-Freisetzung erfolgt, wenn alle Trues in Ghosts 
Oder Trummer umgewandelt wurden. Es konnte gezeigt werden, dass Qberra- 
schenderweise bei bestimmten Konditioniertemperaturen T K kritische Schwel- 
lenwerte erreicht werden. Der Verlauf des Ghost-Faktors, der ein MaB fur die 
Zahl der gebildeten Ghosts ist, zeigt Qberraschenderweise ein Optimum bei 
einem Intervail von T K von 65°C bis 105°C, insbesondere von 80°C bis 95°C. 

Beispiel 3: Kombinatorisches Optimum: Warmeaquivalente 

Wie vorstehend dargestellt, resultiert der Einsatz von Ultraschall oder Ruhr- 
werkskugelmuhle fur die Metabolit-Freisetzung in einem nicht-selektiven Zell- 
aufschluss mit einem hohen Anteil an Trummern, siehe Tabellen 2 und 3. 
Durch das erfindungsgemaBe Verfahren kann dagegen der Anteil von Trum- 
mern signifikant reduziert, der Anteil von Ghosts bei gleichzeitiger Freisetzung 
von Metaboliten optimiert werden (Tabelle 3). Aus den vorstehend beschriebe- 
nen Untersuchungen ergibt sich, dass die Parameterkombination von Konditio- 
nierzeit t h und Konditioniertemperatur T K eine groBe Bedeutung fur den Grad 
der Metabolit-Freisetzung und die Bewahrung der stru.kturellen Integritat der 
Zellen hat. Aus den Untersuchungen lasst sich bevorzugt folgendes einfache 
multifaktorielle Modell ableiten: 



WO 2005/083054 PCT/EP2005/002065 

38 

(1 ) Konditioniertemperatur Tk < T_krit,min 

Unterschreitet die angelegte Konditioniertemperatur T K eine kritische 
Temperatur T_krit,min, so erfolgt aufgrund der Warmebehandlung nur ei- 
ne sehr langsame Freisetzung von Metaboliten und nur eine sehr langsa- 
me Bildung von Ghosts, wie durch einen tiefen Ghost-Faktor angezeigt. 

(2) T_krit,min < Konditioniertemperatur T K <T_krit,max 
und Konditionierzeit t h < t_krit,min 

In diesem Fall erfolgt die Bildung von Ghosts und damit korrelierend die 
Freisetzung von Metaboliten. Da jedoch die Konditionierzeit die minimale 
kritische Haltezeit t_krit,min nicht Qbersteigt, ist die Bildung von Ghosts 
nicht maximal, es erfolgt keine vollstandige Metabolit-Freisetzung. 

(3) T_krit,min < Konditioniertemperatur Tk < T_krit,max 
und t_krit,min < Konditionierzeit t h < t_krit,max 

Bei diesem Szenario erfolgt eine optimale Bildung von Ghosts bei voll- 
standiger Metabolit-Freisetzung. 

(4) T_krit,min < Konditioniertemperatur T K < T_krit,max 
und Konditionierzeit t h > t_krit,max 

Bei diesem Szenario erfolgt zwar eine vollstandiger Metabolit-Freisetzung, 
da jedoch die Konditionierzeit die maximale kritische Haltezeit t_krit,max. 
Qbersteigt, wird die strukturelle Integritat der Zellen beschadigt und aus 
den Ghosts entstehen signif ikant TrQmmer . 

(5) Konditioniertemperatur Tk > T_krit,max 

Bei diesem Szenario erfolgt ebenfalls eine vollstandiger Metabolit- 
Freisetzung, da jedoch die angelegte Konditioniertemperatur die kritische 
maximale Temperatur T.krit.max Qbersteigt, entstehen nurwenige 
Ghosts. Die Probensuspension ist daher nur sehr schlecht aufzuarbeiten. 
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Fur die kritische minimale und maximale angelegte Temperatur in der durch die 
Warmequelle temperierten Kapillare T_krit,min und T_krit,max konnten in Ab- 
hangigkeit von den eingesetzten Zellsystemen die in Tabelle 4 dargestellten 
Werte ermittelt werden. 

Tabelle 4 zeigt kritische minimale und maximale angelegte Temperaturen 
T_krit,min und T_krit,max fur verschiedene Zellsysteme: E. coli, B. subtilis und 
S. cerevisiae. 



Tabelle 4: 



Beispielsystem 


T_krit,mln 


T_krit,max 


E. coli 


70°C 


Siedepunkt der ProbenlSsung (105°C) 


B. subtilis 


75°C 


Siedepunkt der Probenlosung (105°C) 


S. cerevisiae 


70°C 


Siedepunkt der Probenlosung (105°C) 



Die kritischen minimalen und maximalen Haltezeiten Lkrit.min und t_krit,max 
sind keine Konstanten, sondern hangen insbesondere von der angelegten 
Konditioniertemperatur ab. Urn eine optimale Kombination der Parameter Kon- 
ditionierzeit th und Konditioniertemperatur T« fur eine zweckmaBige Dimen- 
sionierung der erfindungsgemaBen Vorrichtung zu erreichen, wurden beide 
Gr&Ben uber eine Multiplikation kombiniert, das Ergebnis des Produktes als 
Warmeaquivalente (WE) mit der Einheit "K-s" bezeichnet. Vor der Multiplikation 
wurde von der angelegten Konditioniertemperatur T« [°K] die Kultivierungs- 
temperatur T M des Organismus [°K] subtrahieft. 

Zum Beispiel liegt die Kultivierungstemperatur T M bei E. coli vorzugsweise bei 
ca. 310°K; dies entspricht ca. 37°C. Das Optimum an WE konnte so fur E. coli 
bei 110± 20 K-s ermittelt werden (Tabelle 5). 
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FOr weitere biologische Systeme sind reprasentativ in Tabelle 5 weitere gefun- 
dene Optima (WE_opt) angegeben. 

Tabelle 5: 



Beispielsystem fur 


WE_min 


WE_opt 


WE_max 


E. coli 


gram-negative 
Prokaryonten 


70 


110 


300 


B. subtilis 


gram-positive 
Prokaryonten 


90 


130 


300 


S. cerevisiae 


Eukaryonten 


! 70 


110 


260 



Beispiel 4: Geometrie des integrierten Probennahmesystems 

Aus dem Wissen urn die Abhangigkeit von der GroBe ..Warmeaquivalent" als 
eine Funktion der Konditionierzeit t h , Konditioniertemperatur T K und Kultivie- 
rungstemperatur T M ergeben sich fur die geometrische Auslegung zwingende 
geometrische Randbedingungen und Kriterien, deren Einhaltung fQr die (i.) aus- 
reichend schnelle quantitative Metabolitfreisetzung (Schritte .Transfer" durch 
das Totvolumen sowie ..Quenching"), wobei die Zeitkonstanten der bio- 
chemischen Reaktionen (turnover) zu beriicksichtigen sind, und (ii.) der Erzie- 
lung von Zellen der gewunschten Struktur, das heiBt insbesondere „Ghost- 
Zellen", durch die Wahl charakteristischer Konditionierzeiten unbedingt erfor- 
derlich ist. Eine weitere Randbedingung ergibt sich (iii.) aus den Anforderungen 
der subsequenten Analyse der Proben bezOglich des minimalen Probennahme- 
volumens (Volumenstrom). 

Die geometrische Auslegung muss gewahrleisten, dass die ermittelte kritische 
TemperaturT_krit I min<T_krit<T_krit,max (Schritt Quenching") innerhalb der 
Heizzeit tjieiz auf dem Streckenabschnitt s_heiz erreicht wird. Hierbei ist die 
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fur das Quenching des Metabolismus erforderliche Zeitkonstanten t_heiz ma(3- 
gebend. . 

Ausgehend von einer Bilanz der Warmestrcme lassen sich geometrische Be- 
ziehungen ableiten: 

OW - T SiapmUm )-(T m -(T m -5K)) 

p-V.c p .(T Slupmion -T m )=-Nu.X.n.s^ {Tm - Tsiupaaim) " 

D (^-(V-5^)) (GI.1) 

T_WT ist in unserem System gleichzusetzen mit T_Warmequelle. Unter Ver- 
wendung einer geeigneten Kriteriengleichung der Form Nu = c x Rem x Prn fur 
die Nusselt-Zahl (VDI-Warmeatlas) folgt (GI.2): 



p-V- C ,.^ r r Wra ^=-(3.95^a0864ri + 0.8.(|) 09 ] 



4-V 



n-d-v 



•3.4^).A^-i Ae( -58fiT 



lm Folgenden sind Stoffdaten (auf der Basis von Wasser, temperaturgemittelt), 
dimensionslose KenngfoBen Re und Pr zur Berechnung von Fluiddynamik und 
Warmeubergang sowie geometrische GrdBen (d, D) des verwendeten Proben- 
nahmesystems aufgelistet: 

Re 4900 
Re=0,5*[Re(35°C)+Re(90'C)] 

Pr 3,4 
Pr=0,5*[Pr(35°C)+Pr(90°C)] 

c/m/n, mit m = m(d, D) 0,083/0,652/0,333 

d 2,03 mm 

D 57 mm 

w 1,08 m/s 

ATm 58 K 
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761 W 

Q 

Mit den auf der Basis von Wasser temperaturgemittelten Stoffwerten (p = 0.979 
mg/l, cp = 4,192 kJ/(kg K). v = 0,525 x 10" 6 m 2 /s, X= 0,652 W/(m K) sowie als 
technischen Randbedingungen eine mindestens erforderliche Probennahme- 
frequenz von f = 5 s* 1 (entsprechender Volumenstrom von mindestens 2,5 ml/s) 
und ein Windungsdurchmesser der Rohrwendel von 0,057m (siehe Tabelle 6. 
fur Stoffdaten, dimensionslose Kennzahlen zur Berechnung von Fluiddynamik 
und Warmeubergang sowie den geometrischen Gr6Ben d, D) folgt fDr die geo- 
metrische Auslegung zunachst folgende Gleichung (GI.3): 

1 



cf ,09, I 6.06 . 
0.618 + 0.02.[1 + 0.8.(— nj-^-j 

Die Anzahl der zu ubertragenden Warmeaquivalente durch das integrierte Pro- 
bennahmesystem ist eine Funktion der verwendeten Organismen, d.h. der spe- 
zifischen intrazellularen Metabolit-Poolkonzentrationen, und hat durch eine ge- 
eignete Dimensionierung derart zu erfolgen, dass in der fur den Vorgang 
Transport durch das Totvolumen und den Vorgang Quenching benotigten Zeit 
maximal 10% dieser Poolkonzentration auf der Probennahmestrecke umge- 
setzt werden kann. Ein Verlust von 10% der Poolkonzentrationen kann im Hin- 
blick auf quantitative Analysen gerade noch akzeptiert werden. Wegen des ho- 
hen turnover wurde fur die Berechnungen der ATP-turnover herangezogen. 
Intrazellulare ATP-Konzentrationen, spezifischen ATP-Bildungsraten und turno- 
ver t fQr die betrachteten Organismen sind in Tabelle 6 zusammengefasst. 

Die Tabelle 6 zeigt Intrazellulare ATP-Konzentrationen, spezifischen ATP- 
Bildungsraten und turnover t fur verschiedene Zellsysteme. Das Zellsystem E. 
coli reprasentiert gram-negative Prokaryonten, B. subtilis gram-positive Proka- 
ryonten, S. cerevisiae einzellige eukaryotische Systeme. Extremwerte sind 
tATP = 0,1 s und xATP = 3 s. 
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Tabelle 6: 



Verdiinnungsrate D = 0,1 h' 1 




cATP 


qATP 


tATP . 


Zellsystem 


bumol/gTS] 


[mmol/(gTS h)] 


[s] 


E. coli 


0,7-7,6 


13-25 


0,1-2,1 


B. subtilis 


1,8 


15,5 


0,4 


S. cerevisiae 


0,4-8,0 


10,8 


0,1-2,7 




Verdunnungsrate D = 0,4 h" 1 




cATP 


qATP 


tATP 


Zellsystem 


[//mol/gTS] 


[mmol/(gTS h)] 


[s] 


E. coli 


8,7 


60,5 


0,5 


B. subtilis 


1,8 


55,2 


0,1 


S. cerevisiae 


0,4-8,0 


69,8 


ca. 0,4 



Dann gilt (GI.4): 

( Y' 5 
4 .y. °- 1 - c atp 

. q turnover (ATP) 

a — — — 

Die L6sung der Warmebilanz gemSB GI.1 lieferte die fur die Ubertragung der 
Warmeaquivalente erforderliche Heizstrecke s_heiz des Vorgangs Quenching. 
Diese ist eine Funktion des Rohrwendel-lnnendurchmessers nach GI.3 und 
GI.4. 
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1st die kritische Temperatur T_krit,min<T_krit<T_krit ( max erreicht, mii.ssen auf 
der Probennahmestrecke s_halte die Warmeaquivalente Qbertragen werden 
(Figur 9). Die von der Geometrie abhangige Zeit t_halte ergibt sich zu (GI.5): 

WE^ ^n-d 2 



T — T 

1 Wfirmequelle Suspension 



V 2.472. + 0.0 8 .[l + 0.8.(— ,«]•(— ) 



FQr die Haltestrecke s_halte gilt (Gl. 6): 
sjialte = Lhalte • w 

und damit fur die gesamte temperierte Strecke s.Warmequelle (Gl. 7): 
s_Warmequelle = s_halte+s_heiz 

Eine bevorzugte apparative Umsetzung ist insbesondere in Form einer Rohr- 
wendel mit den charakteristischen geometrischen Abmessungen wie nachste- 
hend dargestellt, erfQIIbar: 

Rohrwendel- d_i = 2.8 mm - 2.2/ +1 .7 mm 

Innendurchmesser: 

Heizstrecke: s_heiz = 16 cm ±6 cm 

Geometriekennzahl: d_i/s_heiz = 0.0175 ±0.0135 

temperierte Kapillarstrecke: s.warmequelle = 240 cm -1 60/ +1 271 cm 

Die Abweichungen der einzelnen geometrischen GroBen vom angegebenen 
optimalen Wert konnen sich je nach Zellsystem und Kultivierungsbedingungen, 
spezifischen Turnoverzeiten (vgl. Tabelle 6) sowie je nach Volumenstrom, der 
bevorzugt zwischen 2,5 und 8 ml/s eingestellt wird, ergeben. Bei kleinen Innen- 
durchmessern von dj < 1 ,2 mm ist bei Verwendung von Gl. 3 der Windungs- 
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durchmesser der Rohrwendel vorzugsweise zu verkleinern (It. VDI- 

Warmeatlas). 

Symbolverzeichnis: 

Symbol Bezeichnung Einheit 

V Volumenstrom durch integrierte Pro- m 3 /s 
bennahme 

f Probennahmefrequenz s" 

T turnover s 

p Dichte 

w mittlere Strdmungsgeschwindigkeit m/s 

d_i Rohrwendel-lnnendurchmesser m 

D Windungsdurchmesser rn 

ATm mittlere logarithmische Temperaturdif- K 
ferenz 

Re Reynolds-Zahl 

Pr Prandtl-Zahl 

Nu Nusselt-Zahl 

c.m.n Koeffizienten bzw. Exponenten 

C p spezifische Warmekapazitat kJ/(kgK) 

v kinematische Zahigkeit . m 2 /s 

Yj dynamischen Zahigkeit kg/(ms) 

I Warmeleitzahl W/(m K) 

Beispiel5: Gewinnung und Analyse intrazellularer Metabolite 

Der E.coli-Stamm K-12 wurde steril in einem Bioreaktor (KLF 2000, Bioengi- 
neering, Wald, Schweiz) bei einer KultivierungstemperaturT M (entspricht 
T.suspension) von 37°C, entsprechend 310°K, kultiviert. Unter Verwendung 
der erfindungsgemaBen Vorrichtung einer integrierten Probennahme, die mit 
folgenden Parametern betrieben wurde, wurden Proben konditioniert: 
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Volumenstrom 3,5 ml/s 

Kapillarinnendurchmesser, d_i 2,03 mm 

Lange der temperierten Kapillarstre- 205 cm 
eke, s_Warmequelle 

KonditioniertemperaturT Kl 95 ° c 
T_Warmequelle 

Bei einer Konditioniertemperatur T K von 95°C und einer Konditionierzeit t h von 
1 ,9 s wurde erfindungsgemaB ein Warmeaquivalent WE von 1 1 0 Ks Gbertra- 
gen. 

Ergebnis I: 

Die Zellsuspension konnte wahrend der Probennahme simultan gequencht und 
selektiv aufgeschlossen werden. 

Die Analyse der aus den konditionierten Zellen freigesetzten Metabolite erfolgte 
mittels lonenchromatographie (Dionex DX500) und LC-MS (Thermo Quest Fin- 
nigan AQA) nach einem einfachen Filtrationsschritt mit einem Porendurch- 
messer von 0,2 //m), worin die Zellhullen (Ghosts) und eventuell noch vorhan- 
dene intakte Zellen (Reals), zuruckgehalten wurden. 

Durch wiederholte erfindungsgemaBe Probennahme wurde der zeitliche Verlauf 
ausgewShlter intrazellularer Metabolitkonzentrationen einer steady-state E. coli- 
Kultur bei D=0,1 h" 1 mit der Biomassekonzentration im Bioreaktor von c=2,30 
g/l (in g Trockengewicht) beobachtet , nachdem zum Zeitpunkt t=0 s ein extra- 
zelluiaren Puis von 0,3 g/l Glucose in den Bioreaktor gegeben wurde. Gemes- 
sen wurden beispielhaft PEP = Phosphoenolpyruvat, DHAP/GAP = Summe von 
Dihydroxyacetonphosphat und Glycerinaldehyd-3-phosphat, ADP = Adenosin- 
diphosphat, 2PG/3PG = Summe aus 2-Phosphoglycerat und 3- 
Phosphoglycerat sowie FBP = Fructosebisphosphat. 



WO 2005/083054 



47 



PCT/EP2005/002065 



Ergebnis II: 

Die Figur 10 zeigt das Ergebnis der Analyse der erfindungsgemaB bei der Pro- 
bennahme und -uberfuhrung freigesetzten Metabolite ausgewahlter Stoffklas- 
sen. Leaende: PEP = Phosphoenolpyruvat, DHAP/GAP = Summe von Dihydro- 
xyacetonphosphat und Glycerinaldehyd-3-phosphat, ADP = Adenosin- 
diphosphat, 2PG/3PG = Summe aus 2-Phosphoglycerat und 3- 
Phosphoglycerat, FBP = Fructosebisphosphat. 
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Anspriiche 

1 . Verfahren zum thermischen Konditionieren einer biologischen Zelle, 
wobei die Zelle bei einer Kultivierungstemperatur T M in einem Kulturmedium 
kultiviert wird und anschlie&end fur eine Konditionierzeit t h bei einer Konditio- 
niertemperatur T K konditioniert wird, 

dadurch gekennzeichnet, dass das Warmeaquivalent WE, gemaR der Formel 

WE = th- (T K - T M ) 
von 70 K- s bis 300 K- s betragt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , wobei die Konditioniertemperatur T K von 
65°C bis 105°C, bevorzugtvon 80°C bis 95°C, betragt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 , wobei die Konditioniertemperatur T K stets 
unter dem Siedepunkt des Kulturmediums liegt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 , wobei die Konditionierzeit t h von 0,5 s bis 
600 s, bevorzugt von 1 s bis 1 80 s, betragt. 

5. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprOche, wobei die Kultivie- 
rungstemperatur T M von 26°C bis 42°C, bevorzugt von 30 8 C bis 38°C, betragt. 

6. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprOche, wobei das War- 
meaquivalent WE von 90 K- s bis 150 K- s betragt. 



WO 2005/083054 



49 



PCT/EP2005/002065 



7. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprQche, wobei die biologi- 
sche Zelle ein gram-negativer Prokaryont wie E. coli oder ein Eukaryont wie 

S. cerevisiae ist und das Warmeaquivalent WE 110 ± 20 K- s betragt. 

8. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprQche, wobei die Zelle 
ein gram-positiver Prokaryont wie B. subtilis ist und das Warmeaquivalent WE 
130±20K- s betragt. 

9. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprQche, wobei das Kultur- 
medium ein flQssiges Medium ist und das thermische Konditionieren dadurch 
erfolgt, dass das die biologische Zelle enthaltende flQssige Medium in einer 
Kapillare flieBt, wobei sich die Zelle fur eine Konditionierzeit t h innerhalb einer 
auf die Konditioniertemperatur T K temperierten Kapillarstrecke der Kapillare 
befindet. 

1 0. Verfahren nach Anspruch 9, wobei der Volumenstrom in der temperier- 
ten Kapillarstrecke von 0,5 ml/s bis 12 ml/s, bevorzugt von 2,5 ml/s bis 8,0 ml/s, 
betragt. 

1 1 . Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprQche, wobei der Schritt 
derthermischen Konditionierung mit der OberfQhrung des die biologischen Zel- 
len enthaltenden Kulturmediums aus einem KultivierungsgefalX, insbesondere 
einem Bioreaktor, in ein Auffanggefafc, insbesondere ein ProbensammelgefaB, 
durchgefQhrt wird. 

12. Verfahren zur Gewinnung eines Inhaltsstoffs aus einer biologischen 
Zelle, enthaltend die Schritte: 

a) Kultivieren der Zelle in einem Kulturmedium, 
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b) thermisches Konditionieren der Zelle gemafc dem Verfahren 
nach einem der AnsprOche 1 bis 1 1 , wobei der Inhaltsstoff aus 
der thermisch konditionierten Zelle freigesetzt wird, und 

c) Isolieren des freigesetzten Inhaltsstoffs aus dem Kulturmedium. 

1 3. Verfahren zum quantitativen Nachweis eines Inhaltsstoffs in einer bio- 
logischen Zelle, enthaltend die Schritte: 

a) Kultivieren der Zelle in einem Kulturmedium, 

b) thermisches Konditionieren der Zelle gemaft dem Verfahren 
nach einem der AnsprOche 1 bis 11, wobei der Inhaltsstoff aus 
der thermisch konditionierten Zelle freigesetzt wird, und 

c) quantitativer Nachweis des freigesetzten Inhaltsstoffs im Kul- 
turmedium. 

14. Verfahren zum qualitativen Nachweis eines Inhaltsstoffs in einer biolo- 
gischen Zelle, enthaltend die Schritte: 

a) Kultivieren der Zelle in einem Kulturmedium, 

b) thermisches Konditionieren der Zelle gemaB dem Verfahren nach 
einem der AnsprOche 1 bis 11, wobei der Inhaltsstoff aus der 
thermisch konditionierten Zelle freigesetzt wird, und 

c) qualitativer Nachweis des freigesetzten Inhaltsstoffs im Kulturme- 
dium. 



WO 2005/083054 



51 



PCT/EP2005/002065 



15. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei der Inhalts- 
stoff ein intrazellularer Metabolit, ausgewahlt aus der Gruppe der Aminosauren, 
Aminen und deren Derivate, der Carboxylsauren, der Alkohole, der Aldehyde, 
der Ketone, der Phosphatester (ohne die Nukleinsauren), der Nukleinsauren 
und verwandter Verbindungen, der Zucker und verwandter Verbindungen, der 
Lipide, der Steroide, der Fettsauren, der Vitamine, der Coenzyme und der an- 
organischen lonen ist. 

16. Zellkonditioniervorrichtung mit Probenuberfuhrungsstrecke (5), Proben- 
sammelvorrichtung (6) und mindestens einer an einer Warmequelle (4) ange- 
ordneten und vom fliissigen Kulturmedium durchflossenen Kapillare (3) mit ei- 
nem I nhendurchmesser von 0,5 mm bis 4,5 mm, bevorzugt von 1 ,0 mm bis 
3,0 mm, wobei die Kapillare entlang einer temperierten Kapillarstrecke von 

50 cm bis 1550 cm, bevorzugt von 90 cm bis 420 cm mit der Warmequelle in 
Kontakt steht. 

17. Zellkonditioniervorrichtung nach Anspruch 16, wobei fur ein zu ubertra- 
gendes Warmeaquivalent von 70 Ks bis 300 Ks zweckma&igerweise eine Lan- 
ge der temperierten Kapillarstrecke von etwa 80 cm bis etwa 1510 cm gewahlt 
wird, wobei 

a) fQr einen kleinen Volumenstrom von etwa 2,5 ml/s 

i. bei einer unteren Umsatzrate des Metaboliten von etwa 0,1 s 
der Innendurchmesser der Kapillare etwa 0,5 mm, 

jj b e j e i ner oberen Umsatzrate des Metaboliten von etwa 2,7 s 
der Innendurchmesser der Kapillare etwa 2 mm und 
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b) fur einen groBen Volumenstrom von etwa 8 ml/s 

i. bei einer unteren Umsatzrate des Metaboliten von etwa 0,1 s 
der Innendurchmesser der Kapillare etwa 1 mm, 

ii. bei einer oberen Umsatzrate des Metaboliten von etwa 2,7 s 
der Innendurchmesser der Kapillare etwa 4 mm 

betragt. 

18. Zellkonditioniervorrichtung nach Anspruch 16 oder 17, wobei die Zell- 
konditioniervorrichtung als Probennahmevorrichtung zur Entnahme einer Probe 
aus einer Quelle (1) eines die Zelle enthaltenden flussigen Kulturmediums (2) 
ausgebildet ist. 

19. Verwendung der Zellkonditioniervorrichtung gemaB einem der Anspru- 
che 16 bis 18 zur Gewinnung eines Inhaltsstoffs aus einer biologischen Zelle, 
wobei insbesondere das Verfahren nach Anspruch 12 durchgefuhrt wird. 

20. Verwendung der Zellkonditioniervorrichtung gemaB einem der Anspru- 
che 16 bis 18 zum quantitativen Nachweis eines Inhaltsstoffs in einer biologi- 
schen Zelle, wobei insbesondere das Verfahren nach Anspruch 13 durchge- 
fuhrtwird. 

21. Verwendung der Zellkonditioniervorrichtung gemaB einem der Ansprti- 
che 16 bis 18 zum qualitativen Nachweis eines Inhaltsstoffs in einer biologi- 
schen Zelle, wobei insbesondere das Verfahren nach Anspruch 14 durchge- 
fuhrt wird. 



WO 2005/083054 



PCT/EP2005/002065 



1/10 




Figur 1 



WO 2005/083054 



PCT/EP2005/002065 



2/10 



-a 

G o 
£ 



s halte 



^ ►j* M— " " r \ 

i 1 s Warmequelle J 




* ■ 


i 

-; 









Abschnitt der Probenahmestrecke 



Warmequelle ' 
' Probenahmestrecke 



*\ T_Warmequelle 



T_Suspension 




Integrierte 
Probenahme 



Figur 2 



WO 2005/083054 



PCT/EP2005/002065 



3/10 




T.Warmequelle [°C] 



Figur 3 



WO 2005/083054 



PCT/EP2005/002065 



4/10 




1 2 3 

tjialte [min] 



Figur 4 



WO 2005/083054 



PCT7EP2005/002065 



5/10 




WO 2005/083054 



PCT/EP2005/002065 



6/10 




WO 2005/083054 



PCT/EP2005/002065 




Figur 7 
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